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1. Cáncer 
El cáncer agrupa a más de 100 enfermedades distintas con diversos factores 
de riesgo y características epidemiológicas, fenotípicas y genéticas 
diferentes que se originan a partir de la mayoría de tipos celulares y órganos 
del cuerpo humano. El cáncer se puede clasificar dependiendo del tipo de 
célula a partir de la cual se origina. El carcinoma es el tipo de cáncer más 
frecuente y afecta a los epitelios, los sarcomas derivan de células de tejido 
muscular o conjuntivo, leucemias, linfomas y mielomas se originan a partir de 
células sanguíneas, y neuroblastomas y gliomas de células del sistema 
nervioso. Las células tumorales se dividen rápida y descontroladamente y si 
tienen la capacidad de invadir tejido circundante o metastatizar órganos 
lejanos se denominan tumores malignos. En cambio, hay tumores que son 
benignos, ya que no invaden el tejido normal que los rodea ni se extienden a 
lugares distantes en el organismo. 
Hace ya más de un siglo, Theodor Boveri propuso que el cáncer estaba 
causado por alteraciones cromosómicas que llevaban a las células a dividirse 
de forma incontrolada (Boveri 1902). Si actualizamos esta definición, el 
cáncer es una enfermedad genética donde las células tumorales han ido 
adquiriendo cambios o mutaciones en su secuencia de ADN responsables de 
una serie de características y habilidades, como son una mayor capacidad 
de proliferación y supervivencia, que suponen una ventaja frente a las células 
vecinas, y que permiten a los tumores evadir los mecanismos homeostáticos 
tisulares. Sin embargo, los factores etiológicos que causan estas mutaciones 
somáticas (esto es, la contribución cuantitativa y diferencial entre factores 
ambientales carcinogénicos y los alteraciones genéticas introducidas durante 
la copia del ADN en las células somáticas) todavía son objeto de controversia 
(Garraway, Lander 2013, Stratton, Campbell et al. 2009). El papel de los 
factores ambientales es muy conocido gracias a estudios epidemiológicos, y 
la relevancia de la herencia genética se ha demostrado en estudios con 
gemelos y la identificación de genes que predisponen a ciertos síndromes 
que aumentan la predisposición al desarrollo de cánceres. Por otro lado, los 
fallos en la replicación del ADN tienen un papel muy importante en la 
aparición de estas alteraciones, estimándose que la media de las mutaciones 
genéticas producidas por factores ambientales ronda el 23% (llegando a más 
del 60% en cáncer de pulmón, esófago o piel), mientras que un 5% se debe a 
la herencia genética y hasta un 66% a los fallos en la replicación del ADN 
(Tomasetti, Li et al. 2017). 
  16 
Las mutaciones somáticas del genoma tumoral, independientemente de su 
naturaleza (cambios de base, deleciones, inserciones, translocaciones) se 
pueden clasificar dependiendo de las consecuencias que tienen sobre el 
desarrollo tumoral. No todas las alteraciones somáticas presentes en el 
genoma tumoral afectan al desarrollo del cáncer; de hecho, hay algunas que 
no contribuyen. Se pueden diferenciar, por tanto, mutaciones conductoras y 
pasajeras. Las primeras se seleccionan positivamente durante la evolución 
tumoral ya que confieren una ventaja en el crecimiento tumoral, el segundo 
tipo de mutaciones no ha sido seleccionado ya que no confieren una ventaja 
proliferativa. Las mutaciones pasajeras son alteraciones somáticas sin 
consecuencias funcionales que ocurren durante la división celular y cuando 
una célula adquiere una mutación conductora ya tendrá mutaciones 
somáticas inertes en su genoma que se mantendrán en la expansión clonal 
de esa célula (Stratton, Campbell et al. 2009). Cuando el gen afectado por las 
mutaciones conductoras regula el crecimiento, diferenciación o la muerte 
celular, y que como consecuencia de la mutación se activan 
constitutivamente (ganancia de función), reciben el nombre protooncogenes, 
que una vez mutados pasan a denominarse oncogenes. Cuando el gen 
afectado es un regulador negativo de las funciones protumorales, las 
mutaciones son inactivadoras y por tanto provocan una pérdida de 
funcionalidad, recibiendo el nombre de gen supresor tumoral (Macleod 
2000). 
1.1. Características funcionales del cáncer 
En el año 2000, y posteriormente en una actualización en 2011, Hanahan y 
Weinberg propusieron una serie de características moleculares y celulares 
que debían adquirir las células para su transformación maligna (Figura 1) 
(Hanahan, Weinberg 2011) . 
Las células normales siguen un proceso de evolución en el que 
progresivamente van adquiriendo estas características. Este proceso 
secuencial de patogénesis se puede describir por la necesidad de las 
células preneoplásicas para adquirir unos rasgos que les permita ser 
tumorigénicas y en último término, malignas y metastásicas. A continuación, 
describiremos brevemente algunas de estas funcionalidades. 
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Figura 1: Característ icas funcionales adquir idas por las células 
tumorales en la mayoría de los cánceres. Adaptado de (Hanahan, 
Weinberg 2011). 
 
a) Activación de señales de prol i feración. Una de las principales 
funciones oncogénicas adquiridas por las células tumorales es el 
mantenimiento constitutivo de las señales de proliferación. Mientras que 
en las células normales existe un estricto control en la producción y 
transducción de señales promotoras del crecimiento para asegurar la 
homeostasis tisular, en las células tumorales, en cambio, se ve alterado o 
incluso suprimido. Las células tumorales pueden secretar estos factores 
de crecimiento de manera autocrina, o de forma paracrina para reclutar a 
las células normales del estroma tumoral, aumentar los niveles de los 
receptores de factores de crecimiento o incluso activar de forma 
constitutiva mediante mutaciones activadoras los propios receptores o los 
componentes de rutas de señalización por debajo de estos. La 
proliferación tumoral se ve también favorecida al fallar los mecanismos de 
regulación negativa que controlan la proliferación.  
b) Eliminación de señales supresoras del crecimiento. Como se 
acaba de comentar, además de inducir y mantener estas señales que 
favorecen el crecimiento, las células tumorales deben ser capaces de 
apagar aquellos programas que regulan negativamente la proliferación, 
que en condiciones fisiológicas están regulados por los genes 
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supresores tumorales. Los más conocidos y frecuentemente inactivados 
en el cáncer humano son RB1 (proteína del retinoblastoma)(Burkhart, 
Sage 2008)y TP53 (Greenblatt, Bennett et al. 1994). Mientras que RB1 (y 
otros miembros de la familia) se encarga de recoger las señales 
inhibitorias procedentes del exterior de la célula y regular de forma 
negativa el ciclo celular, p53 recibe la información de estrés y otras 
anormalidades de dentro del interior celular, como por ejemplo daño al 
ADN. No obstante, estas proteínas tienen cierta redundancia funcional 
para impedir la replicación de células con fallos inactivadores de otros 
supresores tumorales. Por otro lado, las células tumorales son capaces 
de evadir el efecto antiproliferativo (y por lo tanto supresor de tumores) 
del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFß1), redirigiéndolo 
hacia la activación de un programa transcripcional protumoral una vez ha 
progresado la carcinogénesis llamado transición epitelial-mesenquimal 
(EMT, que se describirá en apartados posteriores) (Lamouille, Xu et al. 
2014) .  
c) Evasión de la muerte celular programada y alteraciones de la 
autofagia. Desde el punto de vista fisiopatológico, se ha entendido la 
muerte celular programada (o apoptosis) como una herramienta para 
mantener la homeostasis tisular y por tanto como una barrera frente al 
desarrollo tumoral. La apoptosis puede inducirse por señales de estrés 
como la señalización oncogénica, el daño en el ADN producido por la 
elevada proliferación, la falta de factores de crecimiento o nutrientes, 
entre otros muchos factores. Por tanto, las células cancerosas desarrollan 
una serie de estrategias para evadir el efecto antitumoral de la apoptosis. 
La forma más habitual de hacerlo es la pérdida de función de p53 
eliminando así el sensor de daño más importante del circuito inductor de 
apoptosis, o aumentando los niveles de expresión de reguladores 
antiapoptóticos a la vez que disminuyen los proapoptóticos, siendo 
paradigmático la alteración de las proteínas de la familia BCL2 (Czabotar, 
Lessene et al. 2014). Esta diversidad de mecanismos de evasión de la 
apoptosis no hace más que reflejar la gran diversidad y redundancia de 
señales pro y antiapoptóticas que las células tumorales son capaces de 
modular durante su evolución. En las primeras etapas de formación del 
tumor la autofagia puede servir como barrera frente a la iniciación de la 
carcinogénesis cooperando con la apoptosis. Sin embargo; cuando el 
tumor ya se ha establecido, factores como la falta de nutrientes, el efecto 
de la radioterapia, o ciertos fármacos citotóxicos pueden aumentar los 
niveles de autofagia con un resultado citoprotector, y por lo tanto 
aumentando la supervivencia tumoral. De forma similar a la señalización 
por TGFß1, que puede ser supresora tumoral al principio y protumoral en 
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fases más avanzadas, la autofagia tiene efectos opuestos dependiendo 
de la fase de la carcinogénesis en la que se vea alterada (Levine, 
Kroemer 2008). 
d) Inf lamación. Con el tiempo, la inflamación crónica puede causar daño 
al ADN y por tanto se considera un fenómeno procarcinógeno. La muerte 
celular por necrosis, a diferencia de la apoptosis y la autofagia, libera el 
contenido intracelular al microambiente circundante, lo que constituye 
una señal proinflamatoria que puede reclutar células inmunitarias, como 
los macrófagos, para controlar el daño tisular y eliminar restos celulares. 
Estas células inflamatorias tienen un papel protumoral promoviendo la 
angiogénesis, la proliferación de células tumorales y el carácter invasivo y 
metastásico. Neoplasias capaces de tolerar cierto grado de muerte por 
necrosis podrían tener una ventaja evolutiva, ya que reclutarían de esta 
manera células inflamatorias que producirían factores estimuladores del 
crecimiento de las células tumorales supervivientes (Crusz, Balkwill 
2015). 
e) Mantenimiento de los telómeros. Las células normales sólo pueden 
pasar por un número limitado de divisiones. Estos límites a la proliferación 
vienen marcados por la entrada en senescencia y por una crisis de 
crecimiento previa a la muerte celular. Existen muchos trabajos que 
explican cómo la telomerasa, al añadir fragmentos repetitivos de ADN a 
los telómeros y extenderlos, impide así su erosión. En el contexto tumoral, 
la actividad telomerasa resulta beneficiosa ya que permite la aparición de 
mutaciones protumorales, y la sobreactivación posterior estabilizaría 
estas mutaciones y conferiría una capacidad replicativa ilimitada 
(Raynaud, Hernandez et al. 2010). 
f) Angiogénesis. Los tumores, al igual que los tejidos normales, necesitan 
para su mantenimiento un aporte continuo de nutrientes y O2, para así 
eliminar los desechos metabólicos y el CO2, y por ello inducen la 
angiogénesis. Durante la progresión tumoral, se produce un cambio en la 
normalmente quiescente vascularidad que comienza a formar nuevos 
vasos para sostener el metabolismo tumoral. Proteínas como el factor 
vascular derivado del endotelio (VEGF) secretado en el microambiente 
tumoral, se ve aumentado en condiciones de hipoxia y resulta ser uno de 
los principales factores inductores de la angiogénesis tumoral (Ferrara 
2009, Mac Gabhann, Popel 2008). 
g) Metástasis. En ocasiones, algunas células del tumor primario pueden 
acumular ciertas características que les confieren la capacidad de 
propagación y diseminación a otros órganos vía sanguínea o linfática, es 
decir, de metastatizar. Cuando alguna de estas células llega a un nuevo 
nicho puede formar tumores secundarios (colonización) o puede 
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mantenerse en un estado de latencia que podría llegar a formar 
metástasis incluso años después de la eliminación del tumor primario 
(Riihimäki, Hemminki et al. 2014, Nguyen, Massagué 2007). 
h) Inestabil idad genética. En algún momento de la evolución del tumor, 
la adquisición de todas estas características es consecuencia de la 
inestabilidad genómica intrínseca de las células tumorales, que conlleva 
un aumento en la tasa de mutaciones oncogénicas. Esta elevada 
mutabilidad se conseguiría por un aumento de la sensibilidad a los 
agentes mutagénicos que impide el funcionamiento normal de la 
maquinaría de reparación del genoma, donde TP53 tiene un papel 
fundamental. Además, la pérdida del ADN telomérico en muchos tumores 
genera la inestabilidad cromosómica que se asocia con la amplificación y 
deleción de fragmentos de material genético, y en definitiva con los 
reordenamientos cromosómicos (Jeggo, Pearl et al. 2016).  
i) Evasión inmunitaria. En prácticamente todas las lesiones neoplásicas 
se pueden encontrar, en mayor o menor medida, células inmunitarias 
infiltradas. La presencia de estas células se ha interpretado como un 
intento por parte del sistema inmune de eliminar a los tumores. No 
obstante, ya hemos citado el papel de las células inmunitarias en la 
inflamación, que pueden ejercer efectos protumorales aportando factores 
de crecimiento, factores proangiogénicos o enzimas (como las 
metaloproteinasas) que activan la invasión y la metástasis. Por otro lado, 
las células inflamatorias liberan especies reactivas de oxígeno (ROS) que 
pueden tener un efecto mutagénico en las células colindantes. En 
cualquier caso, las células tumorales consiguen evadir la acción sistema 
inmunitario, ya sea evitando ser detectados o limitando la destrucción 
inmunológica mediada por los linfocitos T. Precisamente este último 
mecanismo de evasión es la diana celular y molecular de las nuevas 
inmunoterapias desarrolladas recientemente y que han conseguido 
dramáticas respuestas terapéuticas en tumores de mal pronóstico, como 
el cáncer de pulmón y el melanoma avanzado (Vinay, Ryan et al. 2015). 
j) Metabolismo tumoral. El aumento de la proliferación lleva aparejado 
un aumento en las necesidades energéticas del tumor. Ya en 1920 el 
fisiólogo alemán Otto Warburg observó que los tumores, en comparación 
con tejidos normales no proliferativos, mostraban un aumento en el 
consumo de glucosa (Warburg, Wind et al. 1927). Incluso en presencia 
de oxígeno, las células tumorales preferían metabolizar esta glucosa a 
través de la glicólisis, una ruta mucho menos eficiente energéticamente 
hablando si se compara con la fosforilación oxidativa (Warburg 1956). 
Esta adaptación metabólica, por tanto, aumenta la demanda de las 
células tumorales de glucosa para poder mantener el ritmo de biosíntesis 
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y mantener la homeostasis redox. Por este motivo, el consumo de glucosa 
se ha utilizado en la práctica clínica para el desarrollo de la tomografía de 
emisión de positrones mediante 18F-desoxiglucosa (FDG-PET o F-PET) 
que detectan aquellos tejidos con un alto consumo de glucosa. El 
aumento de la glicolisis, y el uso de la glutamina en las reacciones 
anapleróticas, es clave para proveer de suficientes nucleótidos, proteínas 
y lípidos para que la célula doble su biomasa y pueda luego dividirse 
para producir dos células hijas (Vander Heiden, Cantley et al. 2009).  
1.2. Cáncer de pulmón 
El cáncer de pulmón es la neoplasia con mayor incidencia y letalidad. Según 
los datos mundiales disponibles más recientes (2012), los cánceres más 
frecuentes son el de pulmón (1.8 millones de casos), seguido por el de mama 
(1.6 millones de casos) y el colorrectal (1.3 millones de casos). Si se analizan 
los tipos de cáncer que más mortalidad causan, el cáncer de pulmón también 
se encuentra en lo alto de la lista (1.5 millones de muertes), seguido por el de 
hígado (740.000 muertes), el de estómago (720.000 muertes), el colorrectal 
(690.000 muertes) y el de mama (500.000 muertes) (Figura 2). 
 
Figura 2: Número de casos nuevos y mortal idad por cáncer en el mundo. 
Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC) (Globocan, http://gco.iarc.fr/today). 
 
En España, cada año se diagnostican más de 20.000 nuevos casos de 
cáncer de pulmón, de los cuales, aproximadamente sólo el 15% logra 
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sobrevivir 5 años tras el diagnóstico. Uno de los factores que explican esta 
elevada mortalidad es el estado avanzado de la enfermedad cuando los 
pacientes son diagnosticados. Un nódulo pulmonar neoplásico puede 
desarrollarse durante un tiempo considerable y, en algunos casos, 
extenderse hasta otros órganos antes de causar sintomatología. Por este 
motivo, este tipo de tumores son difíciles de detectar en fases tempranas y se 
considera que sólo el 20% de los casos diagnosticados son candidatos para 
resección quirúrgica del tumor, que sigue siendo la práctica médica más 
eficaz para el tratamiento de esta patología. 
A pesar de ser la neoplasia más diagnosticada en el mundo, su distribución 
geográfica no es homogénea y tiende a ser más común en países 
desarrollados (Estados Unidos y Europa principalmente) que en países 
menos desarrollados. La baja tasa de incidencia en estos países es similar a 
las observadas en EEUU en 1930, pero de la misma forma que la epidemia 
del cáncer de pulmón comenzó en los países desarrollados, estamos viendo 
como las tasas de incidencia se elevan actualmente en los países en vías de 
desarrollo (Figura 3). 
 
 
Figura 3: Estimación mundial de la incidencia de cáncer de pulmón en 
ambos sexos. Fuente: GLOBOCAN 2012 (IARC) (Globocan, 
http://gco.iarc.fr/today). 
1.2.1.  Clasif icación histológica del cáncer de pulmón 
El cáncer de pulmón es un grupo de neoplasias muy heterogéneo que desde 
el punto de vista histológico se clasifica en dos grandes grupos según la 
morfología que presentan las células tumorales bajo el microscopio. Esta 
distinción morfológica es útil, ya que está relacionada con una evolución 
clínica y unas características moleculares distintivas (Figura 4). 
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1) Cáncer de pulmón de células pequeñas, o microcít ico (CPM): 
deriva histológicamente de las células neuroendocrinas del epitelio 
bronquial y comprende a cerca del 20% de los cánceres de pulmón. Este 
tipo de tumores se desarrollan en el peribronquio y se infiltran en la 
submucosa. Tiende a diseminarse con rapidez, aunque responde mejor a 
quimioterapia que otros subtipos. 
2) Cáncer de pulmón de células no pequeñas, o no microcít ico 
(CPNM): es el tipo histológico más frecuente, constituye 
aproximadamente el 80% del total de los casos y se divide en tres 
subtipos (Minna, Roth et al. 2002): 
a) Carcinoma de células escamosas o epidermoide (“SCC: 
squamous cell carcinoma”): es el subtipo más relacionado con el 
tabaco y con el sexo masculino. Está formado por células que 
pueden producir queratinas 5 y 6 (KRT5, KRT6) del mismo modo que 
las células epiteliales escamosas normales (Rekhtman, Ang et al. 
2011). Estos tumores crecen generalmente en la parte central del 
pulmón, afectando a los bronquios de mayor tamaño. 
b) Adenocarcinoma (AC): es la forma más común de cáncer de 
pulmón y la más común entre mujeres, no fumadores y jóvenes, 
aunque la mayoría de los casos se desarrolle en fumadores. Es el tipo 
epitelial con diferenciación glandular y las células producen mucina. 
c) Carcinoma de células grandes (“LCC: large-cell carcinoma”): 
es el subtipo menos frecuente. Las células que lo forman son grandes 
y no presentan una diferenciación especial. Tienen una localización 
periférica y casi todos se desarrollan en fumadores. 
 
Figura 4: Representación gráfica de los dist intos t ipos y subtipos 
histológicos de cáncer de pulmón. 
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En muchas ocasiones la mera observación de la morfología no permite un 
diagnóstico adecuado del subtipo histológico. Por ello se utilizan marcadores 
inmunohistoquímicos como las citoqueratinas mencionadas anteriormente, 5, 
6 y 7 (KRT5 y KRT6, KRT7), la apoproteína A del surfactante (SFTPA1 o 
también llamada SP-A), el factor de transcripción del tiroides (NKX2-1, 
también denominado TTF1) y la napsina A (Rekhtman, Ang et al. 2011). En 
tumores muy indiferenciados no se expresan estas citoqueratinas. La SP-A se 
expresa aproximadamente en la mitad de los AC. Por último, el TTF-1 es un 
marcador muy específico de los adenocarcinomas (por ello se usa en el 
diagnóstico diferencial entre escamosos y adenocarcinomas), siendo además 
muy útil en el reconocimiento de metástasis (Rekhtman, Ang et al. 2011, Ye, 
Findeis-Hosey et al. 2011). 
1.2.2.  Estrati f icación cl ínica del cáncer de pulmón 
El Comité Unido Americano de Cáncer (“AJCC: American Joint Commitee on 
Cancer”) ha desarrollado un lenguaje universal para clasificar el estadio del 
cáncer. Esta clasificación permite describir la gravedad de la enfermedad 
basándose en el tamaño del tumor primario, así como su diseminación a otras 
localizaciones. A partir de esta clasificación (o estadificación) se puede 
evaluar el pronóstico de la enfermedad y diseñar un plan de tratamiento 
específico para los pacientes.  
La clasificación anatómica actual del cáncer de pulmón se basa en el sistema 
de tres componentes TNM (Tabla 1): 
• Componente T: este descriptor hace referencia al tamaño y extensión 
del tumor primario. 
• Componente N: determina la presencia o ausencia de afectación de 
los ganglios linfáticos locales. 
• Componente M: describe la presencia de metástasis a distancia. 
La clasificación anatómica actual se recoge en el Manual para la 
Estadificación en Oncología Torácica en colaboración con la Unión 
Internacional contra el Cáncer (UICC) y el AJCC (Goldstraw, Crowley et al. 
2007).  
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Tabla 1: Clasif icación actual del cáncer de pulmón con los componentes 
TMN 
T (tumor primario) 
TX 
No se puede asegurar la presencia del tumor primario, pero se sospecha 
su presencia por la existencia de células malignas. 
T0 No hay evidencia de tumor primario. 
Tis Carcinoma in situ. 
T1 
Tumor ≤3 cm en su diámetro mayor rodeado por pulmón o pleura. No hay 
invasión en el bronquio principal. 
T1a Tumor ≤2 cm en su diámetro mayor. 
T1b Tumor entre 2 y 3 cm en su diámetro mayor. 
T2 Tumor >3 cm pero ≤7 cm en su diámetro mayor  
T2a Tumor >3 cm pero ≤5 cm en su diámetro mayor. 
T2b Tumor >5 cm pero ≤7 cm en su diámetro mayor. 
T3 Tumor >7 cm o de cualquier tamaño que invade  
T4 lóbulo del mismo lado del tumor primario. 
N (ganglio l infáticos locales) 
NX Los ganglios linfáticos locales no pueden ser evaluados. 
N0 Los ganglios linfáticos locales no están afectados. 
N1 Metástasis en ganglios linfáticos peribronquiales. 
N2 Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos y/o subcarinales. 
N3 Metástasis en ganglios linfáticos mediastínicos contralaterales. 
M (metástasis a distancia) 
MX No se pueden evaluar metástasis a distancia. 
M0 No existen metástasis a distancia. 
M1 Existen metástasis a distancia. 
M1a Nódulo(s) tumoral(es) separados del tumor primario  
M1b Existen metástasis en órganos a distancia. 
 
1.2.3.  Etiología del cáncer de pulmón. 
El principal agente etiológico del cáncer de pulmón es el tabaco, aunque 
existen otros factores como el radón, arsénico, cromo, níquel o la exposición 
a asbestos. Aunque se consideró que el AC de pulmón estaba menos 
asociado al tabaquismo y a la mujer que otros subtipos, hoy está correlación 
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está plenamente demostrada en ambos tipos histológicos de CPNM (AC y 
SCC), así como el CPM. 
En el humo del tabaco se pueden encontrar más de 5000 compuestos, de los 
que 73 se consideran carcinógenos y más de 20 se han relacionado 
directamente con el cáncer de pulmón (Hecht 2003, Hecht 2012), como por 
ejemplo los hidrocarburos policíclicos aromáticos. Estos compuestos 
provocan mutaciones genéticas mediante la formación de aductos en el ADN. 
Los carcinógenos se activan metabólicamente por la familia de enzimas 
citocromo P450 y o bien se secretan o bien se unen al ADN, modificándolo. 
En cambio, los enzimas glutatión S-transferasas (GST) se encargan de 
eliminar los intermediarios de los carcinógenos protegiendo el ADN. De este 
modo, en muchos casos los aductos se reparan, pero cuando el daño es 
demasiado elevado puede activarse la apoptosis (Perera, Mooney et al. 2002, 
Tang, Phillips et al. 2001). 
Aunque se acepta de forma general que el humo del tabaco provoca cáncer 
de pulmón, no todos los fumadores desarrollan la enfermedad. Existen 
estudios epidemiológicos que demuestran que los fumadores tienen una 
probabilidad 14 veces mayor que los no fumadores de desarrollar cáncer de 
pulmón, pero sólo aproximadamente un 11% de los fumadores lo desarrollan 
(Amos, Xu et al. 1999). Otros estudios muestran que hay un 2.5 más de riesgo 
asociable a la historia familiar de padecer cáncer de pulmón incluso después 
de controlar el consumo de tabaco. Esto sugiere que existen factores 
genéticos, además de otros factores relacionados con la metabolización de 
carcinógenos del humo del tabaco, que pueden jugar un papel en la 
susceptibilidad a sufrir cáncer de pulmón (Sato, Shames et al. 2007). Hay 
estudios que señalan a la región en 6q23-25 como de susceptibilidad 
autosómica. En ella se encuentran genes de gran interés como LATS1, IGF2R 
o PARK2 y si se encontrara algún polimorfismo asociado a estos genes se 
podría emplear para la identificación de personas con un alelo de riesgo 
(Aksoy-Sagirli, Erdenay et al. 2017, Bailey-Wilson, Amos et al. 2004). 
1.2.4.  Genética del cáncer de pulmón 
En el CPNM se han identificado centenares alteraciones genéticas somáticas, 
que incluyen mutaciones puntuales en la secuencia del ADN, alteraciones en 
el número de copias de genes y grandes reordenamientos cromosómicos 
(Sato, Shames et al. 2007). Muchas de estos cambios se han encontrado en 
el epitelio normal, lo que sugiere que el CPNM se desarrolla a partir del tejido 
normal a través de un proceso secuencial que incluye cambios genéticos 
sucesivos. Además de estas alteraciones genéticas, también se han 
observado alteraciones epigenéticas como la hipermetilación de las islas 
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CpG de los promotores cuya relevancia en el cáncer trataremos más 
adelante. 
Con la secuenciación del genoma humano y el desarrollo y posterior difusión 
de las técnicas de secuenciación masiva del ADN, se ha desarrollado una 
nueva disciplina, la “genómica del cáncer”. Dos de las plataformas públicas 
que más han avanzado en esta dirección son el Atlas del Genoma del Cáncer 
(TCGA) americano y el Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer 
(ICGC). El TCGA es un proyecto colaborativo liderado por los Institutos 
Nacionales de Salud (NIH) para realizar un mapa de los cambios genéticos 
de 30 tipos de tumores. El ICGC es una colaboración internacional que ha 
analizado 50 tipos distintos de tumores, incluyendo los de mayor incidencia y 
mortalidad a nivel global (The International Cancer Genome Consortium 
2010). 
Además de validar la frecuencia mutacional de oncogenes y genes 
supresores tumorales anteriormente descritos en la literatura (en el caso del 
CPNM, oncogenes y genes supresores de tumores como TP53, CDKN2A, 
KRAS, NRAS, EGFR, STK11, SMARCA4, NF1; BRAF, MET, PIK3CA, RB1, 
ERBB2, PTEN, ATM, entre otros), estos grandes estudios han encontrado 
mutaciones recurrentes en al menos 350 (1,6%) de los aproximadamente 
22.000 genes codificantes de proteínas con una gran evidencia de que 
contribuyen al desarrollo tumoral (Futreal, Coin et al. 2004, Kandoth, McLellan 
et al. 2013). Algunos de los genomas tumorales individuales analizados 
presentan más de 100.000 mutaciones puntuales, mientras que otros tienen 
menos de 1.000. Parte de esta variabilidad se puede explicar por la 
exposición a agentes mutagénicos (como en el CPNM o el melanoma), o la 
existencia de defectos en la maquinaría del ADN (Sjoblom, Jones et al. 2006). 
Además, el desarrollo tecnológico (técnicas de microdisección, plataformas 
de single cell analysis) ha añadido una nueva capa de complejidad, al 
permitir el estudio sistemático de la heterogeneidad genética intratumoral y 
cómo los diferentes subclones genéticos con mutaciones troncales y 
secundarias evolucionan en el seno de un mismo tumor (Jamal-Hanjani, 
Wilson et al. 2017). 
Algunos de los nuevos genes de cáncer identificados codifican proteínas que 
participan en el control del ciclo celular y la señalización intracelular, pero hay 
otros involucrados en procesos hasta ahora no relacionados directamente 
con la carcinogénesis, como el metabolismo (Yan, Parsons et al. 2009), la 
regulación epigenética (Morin, Johnson et al. 2010), la homeostasis proteica 
(Chapman, Lawrence et al. 2011) y la diferenciación celular (Agrawal, 
Frederick et al. 2011). Por ejemplo, se ha descrito una pérdida de función en 
el gen supresor tumoral KEAP1 en el 12% de los SCC impidiendo la 
  28 
degradación de NRF2 (Hast, Cloer et al. 2014). NOTCH1 suprime la 
diferenciación de las células adyacentes y funciona como supresor tumoral 
en la piel y cuando al perder su función se desarrollan tumores (Radtke, Raj 
2003). En los últimos años se han descrito ya varios ejemplos de mutaciones 
en enzimas metabólicas como la succinato deshidrogenasa (SDH) en 
paragangliomas y feocromocitomas (Gottlieb, Tomlinson 2005). Las 
mutaciones encontradas en gliomas en el gen IDH1 (que codifica el enzima 
isocitrato deshidrogenasa 1) conllevan la producción del oncometabolito 2-
hidroxiglutarato (2-HG) que es un inhibidor de histona desmetilasas, lo que 
provoca cambios en los patrones de metilación del ADN (Xu, Yang et al. 
2011). 
 
Figura 5: Principales oncogenes mutados en AC pulmonar. 
 
1.2.4.1.Oncogenes frecuentemente mutados en 
CPNM 
El CPNM presenta, desde el punto de vista genético, una gran 
heterogeneidad. Además de los conceptos clásicos de oncogenes y genes 
supresores tumorales, en los últimos años se han incorporado nuevos 
términos, como el de mutaciones conductoras (driver mutations) y pasajeras, 
que se utilizan para diferenciar aquellas alteraciones genéticas que hacen 
que un tumor crezca y prolifere, las primeras; y aquellas que no contribuyen 
al crecimiento tumoral, las segundas (Lawrence, Stojanov et al. 2014). 
Exceptuando un pequeño grupo de oncogenes y genes supresores 
tumorales, la mayoría de las alteraciones genéticas aparecen con una 
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frecuencia muy baja y todavía desconocemos si se trata de eventos 
conductores o pasajeros. En cuanto a los genes supresores tumorales, los 
más frecuentemente mutados e inactivados son TP53 y STK11 (37.4% y 
~26% respectivamente) (Sanchez-Cespedes, Parrella et al. 2002) . 
Dado su interés terapéutico, al constituir dianas directas de las nuevas 
terapias dirigidas contra dianas moleculares, nos centraremos en el estudio 
pormenorizado de los oncogenes. Las células tumorales dependen de la 
actividad de la proteína mutada para su crecimiento y supervivencia y en su 
ausencia acaban muriendo, fenómeno conocido como dependencia 
oncogénica. En el AC pulmonar encontramos mutaciones conductoras en 
varios oncogenes, siendo las más frecuentes las que afectan a KRAS, al 
receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR), y en menor medida a ALK, 
ERBB2 BRAF, PIK3CA, MET o MAP2K1 (MEK). En una porción importante de 
los casos de AC pulmonar, todavía no se ha identificado el oncogen u 
oncogenes que podrían dirigirlos (Figura 5):  
a) KRAS: es un miembro de la familia RAS que codifica proteínas G 
pequeñas con actividad GTPasa. Cuando RAS está unido a GTP activa 
efectores que participan en rutas de proliferación, diferenciación y 
apoptosis, principalmente a través de la activación de la vía de las MAP 
(Mitogen-activated protein) quinasas (Pylayeva-Gupta, Grabocka et al. 
2011, Simanshu, Nissley et al. 2017) (Figura 6). Las mutaciones en KRAS 
se encuentran en aproximadamente el 25% de los pacientes de CPNM 
(principalmente ACs) y se descubrió hace más de 30 años. Además, este 
gen se encuentra frecuentemente mutado en otros tipos de cáncer como 
el de colon y el adenocarcinoma pancreático. Por otro lado, se han 
identificado mutaciones en otros miembros de la familia RAS (NRAS y 
HRAS) en distintos tipos de tumores (Karnoub, Weinberg 2008). 
En el AC de pulmón las alteraciones en KRAS se dan con mayor frecuencia 
en los codones 12 y 13 y en menor medida en el codón 61. La mutación más 
frecuente (hasta el 40% de los casos) es el cambio G12C que se asocia con 
exposición a tabaco, seguida por la mutación G12V (22%) y G12D (16%) 
(Marabese, Ganzinelli et al. 2015). Cabe destacar que las mutaciones en los 
oncogenes KRAS y EGFR son mutuamente excluyentes. Independientemente 
de la mutación, todas ellas impiden la hidrólisis del GTP manteniendo KRAS 
constitutivamente activado, promoviendo las rutas de señalización 
RAF/MEK/ERK y AKT/PI3K/mTOR (Figura 6).  
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Figura 6: Ruta de KRAS y EGFR donde se han representado varios de los 
elementos de la vía de transducción de la señal que se encuentran 
mutados en el AC de pulmón. 
 
Desde su descubrimiento se han hecho grandes esfuerzos para desarrollar 
terapias dirigidas contra la forma mutante de KRAS. Pese a los múltiples 
fracasos, ya existen algunos fármacos prometedores en fase preclínica. Uno 
de los primeros intentos para bloquear la señalización mediada por RAS fue 
el desarrollo de los inhibidores de farnesil transferasas que impiden la 
localización de RAS en la membrana y la consiguiente activación de otras 
moléculas señalizadoras (Adjei, Mauer et al. 2003). Este abordaje ha 
resurgido en los últimos tiempos gracias al descubrimiento de la deltasarina 
que impide la acumulación de KRAS en la membrana plasmática y disminuye 
el crecimiento in vitro de líneas celulares KRAS mutadas (Zimmermann, 
Papke et al. 2013). También se ha desarrollado moléculas que se unen 
irreversiblemente y de manera selectiva a la forma mutante KRASG12C 
impidiendo la unión de RAF (Ostrem, Peters et al. 2013). Otros grupos están 
trabajando en compuestos que se unan bien a la forma RAS-GDP o a RAS-
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GTP para impedir la interacción con otras moléculas de la ruta de 
señalización (Marcus, Mattos 2015).  
b) EGFR: el receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR es una 
proteína con una región transmembrana, 4 dominios extracelulares y 3 
dominios intracelulares. En la región extracelular se produce la unión al 
ligando (EGF, TGFß1, anfiregulina) que induce la dimerización del 
receptor. El componente intracelular de EGFR consta del dominio 
yuxtamembrana, una región con actividad tirosina quinasa y un dominio C 
terminal. La dimerización de EGFR aumenta la actividad tirosina quinasa 
y la autofosforilación del receptor. Este cambio permite la interacción con 
GBR2, posteriormente de la proteína SOS y la consiguiente activación de 
RAS. A continuación, se pone en marcha una cascada de activaciones 
de quinasas que incluyen BRAF y MEK1, para resultar finalmente en la 
fosforilación y activación de ERK1/2. Paralelamente, EGFR transduce la 
señal a través de la ruta PI3K aumentando los niveles de su efector, la 
serín-treonín quinasa AKT (también llamada proteína quinasa B), que a su 
vez activa, entre otros eventos oncogénicos, a la proteína quinasa mTOR, 
un regulador fundamental de la síntesis de proteínas. La activación de 
estas vías de segundos mensajeros tiene efectos en la proliferación y 
supervivencia celulares (Jorissen, Walker et al. 2003). Algunas de las 
mutaciones que afectan al dominio quinasa catalítico de EGFR provocan 
que esté constitutivamente activo independientemente del ligando, y lo 
que es más importante desde el punto de vista terapéutico (y una de las 
motivaciones de este trabajo), que los tumores sean especialmente 
sensibles a los ITQs erlotinib, gefitinib, afatinib u osimertinib (Paez, Jänne 
et al. 2004, Cross, Ashton et al. 2014). Además de mutaciones puntuales 
o pequeñas deleciones también se han detectado cambios en el número 
de copias de EGFR, que pueden coexistir con el resto de las mutaciones 
en el mismo alelo. En algunos estudios la amplificación de EGFR se 
asocia a un peor pronóstico (Sholl, Yeap et al. 2009), mientras que en 
otros no se encuentran diferencias (Hirsch, Varella-Garcia et al. 2008). 
Como EGFR, la proteína HER2 (también conocida como ERBB2 o EGFR2) es 
un miembro de la familia HER de receptores tirosina quinasa. Esta proteína 
forma homo o heterodímeros con otros miembros de la familia (Coussens, 
Yang-Feng et al. 1985). Está sobreexpresado en un 20% de los casos de 
CPNM, pero la amplificación génica sólo ocurre en un porcentaje pequeño de 
éstos (Hirsch, Langer 2004). 
c) ALK: en algunos casos se produce una inversión en el cromosoma 2p en 
la que se genera un gen de fusión entre los genes EML4 y el gen de la 
quinasa ALK. Esta proteína quinasa de fusión se ha detectado en 
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aproximadamente un 8% de los pacientes de CPNM y es la diana 
terapéutica de ITQs como el crizotinib, así como marcador molecular de 
diagnóstico (Soda, Choi et al. 2007). 
d) ROS1: es un receptor con actividad tirosina quinasa que pertenece a la 
familia de la insulina. Las mutaciones que se han descrito en ROS1 
permiten la formación de proteínas de fusión que retienen la función 
tirosina quinasa (Rikova, Guo et al. 2007). Esta proteína quimérica define 
a una clase molecular única de CPNM donde aumenta la actividad de 
rutas de señalización como PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT y MAPK/ERK 
(Davies, Le et al. 2012). En estudios preclínicos, se ha demostrado que 
los tumores con proteínas de fusión en las que ROS1 está involucrada 
son tanto o más sensibles al crizotinib como aquellos con 
reorganizaciones de ALK (Bergethon, Shaw et al. 2012). 
e) BRAF: pertenece a la familia de las proteínas serín-treonín quinasas 
como ARAF, BRAF o CRAF. Estas quinasas son mediadores muy 
importantes de la cascada de señalización de las MAPK, fosforilando y 
activando a MEK. Las mutaciones somáticas en BRAF se han encontrado 
en 1-4% de los pacientes de CPNM, la mayoría AC (Brose, Volpe et al. 
2002, Cardarella, Ogino et al. 2013). A diferencia de lo que ocurre en 
melanoma, donde la mayoría de mutaciones ocurren en la posición V600 
(que corresponde al exón 15 en el dominio quinasa, hecho que confiere 
sensibilidad a inhibidores específicos de BRAF como el vemurafenib), las 
mutaciones en los CPNM también afectan a otras posiciones del dominio 
quinasa. Este hecho explicaría diferencias en las respuestas a inhibidores 
de BRAF entre estos dos tipos de tumores. 
f) PI3KCA y AKT1: la familia de fosfatidil 3-quinasas (PI3K) es una familia 
de quinasas que participan en múltiples procesos celulares como el 
crecimiento y supervivencia celulares, la motilidad, y la diferenciación. 
Mutaciones en la subunidad catalítica de PI3K (PI3KCA) activan al 
complejo constitutivamente, y por ello es la diana terapéutica en tumores 
dirigidos por estas mutaciones (Samuels, Wang et al. 2004). Las 
mutaciones en PI3KCA pueden encontrarse en tumores con mutaciones 
en EGFR y activan la ruta de señalización de la serín-treonín quinasa AKT 
en ausencia de factores de crecimiento (Kawano, Sasaki et al. 2006), 
constituyendo un estímulo oncogénico (Vivanco, Sawyers 2002). Aunque 
en CPNM es poco frecuente, la mutación E17K en el gen AKT1 se ha 
identificado en múltiples tumores sólidos y altera el sitio de unión del 
fosfoinositol y conlleva una activación constitutiva de la ruta PI3K 
(Carpten, Faber et al. 2007). 
g) MET: el receptor de factor de crecimiento de los hepatocitos (HGFR) es 
un receptor tirosina quinasa codificado por el oncogen MET. Las 
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amplificaciones en este gen se asocian con resistencia secundaria a los 
ITQs de EGFR mediante el mecanismo conocido como switch 
oncogénico. Al contrario que en otros carcinomas como el renal o 
gástrico, las mutaciones en el dominio quinasa de MET son raras en 
CPNM, y son excluyentes con las mutaciones en KRAS y la amplificación 
de EGFR (Cappuzzo, Janne et al. 2009, Onozato, Kosaka et al. 2009). 
h) MAP2K1: también conocido como MEK1, es una serín-treonín quinasa 
que activa MAPK2 y MAPK3 (ERK1 y ERK2) y se encuentran por debajo 
de BRAF. Las mutaciones por cambio de aminoácido afectan a una 
región distinta de la porción quinasa de la proteína (Marks, Gong et al. 
2008), y son mutuamente excluyentes con las mutaciones en EGFR, 
KRAS, HER2, PIK3CA y BRAF.  
1.2.5.  Tratamientos para el CPNM y terapias dir igidas 
La implementación de las técnicas genéticas en el diagnóstico de las 
enfermedades humanas se ha desarrollado enormemente en las últimas 
décadas. Sin embargo, no ha sido hasta hace unos años cuando ha 
empezado a utilizarse de manera rutinaria en el cáncer de pulmón. 
El tratamiento habitual para el CPNM en estadios iniciales ha sido, y continúa 
siéndolo, la cirugía; no obstante, la mayoría de los pacientes se diagnostican 
cuando la enfermedad ya está avanzada y se consideran inoperables, 
quedando como únicas opciones, ineficaces en la mayoría de los casos, la 
quimioterapia convencional y la radioterapia. Por ello, la caracterización 
genética y el reciente desarrollo de fármacos dirigidos contra dianas 
moleculares ha supuesto un gran avance para el tratamiento de estos 
pacientes (Figura 7). 
Antes de los años 50 del pasado siglo, el tratamiento para la mayoría de 
tumores se limitaba a la cirugía o radioterapia. En este contexto el 
metotrexato supuso un cambio paradigmático. El folato es vital en la creación 
y mantenimiento de células nuevas, especialmente en niños y durante el 
embarazo ya que las células se dividen y crecen rápidamente. En 1949, 
Sidney Farber propuso que, dado que las células tumorales se dividen 
rápidamente, necesitarían folato para mantener esta tasa de crecimiento. Por 
tanto, un antimetabolito del folato como el metotrexato podría disminuir la 
progresión tumoral. Farber observó una mejora al administrar metotrexato a 
niños con leucemia linfoblástica aguda y aunque sólo conseguía una remisión 
a corto plazo, los resultados mejoraron en 1970 al combinarlo con otros 
quimioterápicos. 
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Figura 7: Fármacos aprobados por la FDA para el tratamiento de CPNM.  
En rojo, inhibidores de la síntesis de folato; en azul, cisplatino y el derivado 
carboplatino; en naranja, inhibidores de la polimerización de microtúbulos; en verde, 
fármacos contra EGFR; en morado, anticuerpos contra VEGF; en gris, fármacos contra 
ALK, MET, ROS1 y RET y en rosa, anticuerpos anti PD-1. 
El metotrexato inhibe la dihidrofolato reductasa que bloquea la síntesis de 
folato, suprime la síntesis de purinas y pirimidinas y produce una detención 
del ciclo celular en la fase G1. El pemetrexed inhibe varios enzimas 
relacionados con esta ruta, compitiendo con el folato reducido por los sitios 
de unión, bloqueando la síntesis de purinas y pirimidinas e impidiendo en 
último término la replicación celular (Figura 8). En CPNM el pemetrexed se 
usa como primera línea de tratamiento en combinación con cisplatino o 
segunda línea de tratamiento tras la quimioterapia, recomendándose para el 
tratamiento de tumores no escamosos (Scagliotti, Hanna et al. 2009). En 
cambio, el metotrexato se usa especialmente en SCC y CPM. 
 
Figura 8: Estructura química del metotrexato y pemetrexed (izquierda y 
derecha respectivamente), fármacos con actividad anti -folato. 
 
Metotrexato Pemetrexed
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Una de las familias de agentes quimioterápicos más antiguas es la 
constituida por los derivados del platino (Figura 9). Estos fármacos se 
entrecruzan con las bases de purina, interfiriendo con los mecanismos de 
reparación del ADN y provocando daño que desembocaría en apoptosis. El 
cisplatino se usa desde la década de los 70 y ha sido uno de los 
descubrimientos más importantes contra el cáncer, siendo el agente 
quimioterápico más usado en combinación con otros fármacos, 
especialmente en el caso del CPNM, mejorando la quimioterapia basada en 
ciplatino la supervivencia de pacientes resecados (Arriagada, Bergman et al. 
2004). No obstante, la quimioterapia basada en platino y radioterapia, sola o 
en combinación con lo anterior parece que ya ha llegado a su límite en 
términos de eficacia.  
 
Figura 9: Estructura química del cisplatino y su derivado carboplatino. 
 
El cisplatino provoca problemas de nefrotoxicidad y neurotoxicidad (Dasari, 
Tchounwou 2014), que llevaron a la necesidad de encontrar análogos con 
menos efectos secundarios como el carboplatino, aprobado en 1989. Como 
los derivados del platino entran en la célula mediante el transportador OCT2, 
aquellos tejidos, como el riñón, que también lo expresan sufren daños, y de 
ahí la nefrotoxicidad. Además, existen múltiples mecanismos por los que se 
adquiere resistencia a este tipo de fármacos, como la alteración de micro-
ARNs, como miR-192 (Cao, He et al. 2015) (Figura 9). 
Los siguientes fármacos que se aprobaron por la FDA tienen en común su 
actividad sobre la inhibición de la formación de microtúbulos (Figura 10). El 
primero de ellos, la vinorelbina, es un alcaloide que inhibe la polimerización 
de los microtúbulos durante la mitosis al unirse a los monómeros de ß-
tubulina, provocando un arresto en mitosis y muerte celular (Farhat, Ghosn et 
al. 2015). Normalmente se usa como monoterapia o en combinación con 
cisplatino para el tratamiento del CPNM en estadio III (Neal, Gainor et al. 
2015). 
Cisplatino Carboplatino
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De manera similar, tanto el docetaxel como el paclitaxel, agentes 
antineoplásicos que pertenecen a la familia de los taxanos, inhiben la 
despolimerización de los microtúbulos. Esto produce una parada en la 
transición de metafase a anafase durante la mitosis que acaba provocando 
apoptosis (Yuan, Ji et al. 2016, Neal, Gainor et al. 2015). El docetaxel se usa 
como segunda línea tras el tratamiento con derivados del platino tanto como 
monoterapia como en combinación con cisplatino. El paclitaxel, en cambio, 
se usa como primera línea de tratamiento en pacientes de SCC avanzados, 
mejorando el tiempo libre de enfermedad en combinación con carboplatino y 
bevacizumab (Sandler, Gray et al. 2006).  
 
Figura 10: Estructura química de dist intos fármacos que inhiben la 
actividad de los microtúbulos. 
 
La gemcitabina inhibe procesos necesarios para la síntesis del ADN ya que 
se incorpora durante la replicación, provocando la muerte celular al impedir 
el correcto funcionamiento del enzima ADN polimerasa y provocando una 
parada de la división celular. En casos de resistencia a este fármaco se ha 
observado la activación de la vía NFκB (Figura 11) (Brien, Trescol-Biemont et 
al. 2007) .Se recomienda la combinación de gemcitabina con cisplatino como 
primera línea de tratamiento ya que la combinación mejora los resultados de 
tiempo de respuesta, tiempo libre de enfermedad y supervivencia global 
(Sandler, Nemunaitis et al. 2000).  
 
Figura 11: Estructura química de la gemcitabina. 
Vinorelbina Docetaxel Paclitaxel
Gemcitabina
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1.2.5.1.Terapias dir igidas contra dianas específ icas 
Hasta este momento hemos descrito los principales agentes quimioterápicos 
que se han utilizado (y se siguen utilizando) en el tratamiento del CPNM. Los 
últimos avances en el desarrollo de inhibidores específicos, paralelamente a 
la caracterización de las alteraciones moleculares, han permitido la 
aplicación de la llamada medicina de precisión, un nuevo paradigma en el 
que los pacientes oncológicos son tratados con terapias dirigidas contra 
alteraciones oncogénicas específicas que dirigen al tumor (Figura 7 y Tabla 
2). 
En el caso del CPNM, los esfuerzos para sintetizar inhibidores específicos de 
EGFR llevaron al desarrollo del erlotinib (Tarceva, OSI Pharmaceuticals) y el 
gefitinib (Iressa, AstraZeneca) que inhiben de manera especialmente eficaz la 
actividad tirosina quinasa de la forma mutante del receptor. En 2005 se 
publicaron dos estudios con los primeros resultados de ensayos clínicos 
donde se probaron estos fármacos. En el primero de ellos (Paez, Jänne et al. 
2004) se demostró que aquellos pacientes con AC de pulmón EGFR mutado 
(deleciones o mutaciones puntuales) respondían mejor al gefitinib que los no 
mutantes. En el segundo estudio (Lynch, Bell et al. 2004), obtuvieron unos 
resultados similares (Figura 12).  
 
Figura 12: Erlot inib como terapia dir igida. 
A la izquierda se muestra el supervivencia global de los pacientes tratados con 
erlotinib según el estado mutacional de EGFR (Jackman, Yeap et al. 2007). A la 
derecha se muestran imágenes de tomografía computarizada del tórax de un paciente 
antes (izquierda) y después (derecha) del tratamiento con gefitinib (Lynch, Bell et al. 
2004). 
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Tabla 2: Fases de desarrollo de distintos fármacos disponibles contra proteínas 
oncogénicas para pacientes de AC de pulmón. 
(*El olmutinib está aprobado en Corea del Sur). 
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a)  Inhibidores de EGFR 
Los inhibidores de tirosina quinasa erlotinib y gefitinib (en adelante, ITQs), 
están aprobados como tratamiento de primera línea para el CPNM refractario 
y avanzado con EGFR mutado, dado que han demostrado mejores 
respuestas que la quimioterapia citotóxica estándar. No obstante, hemos de 
tener en cuenta que no todas las mutaciones en EGFR confieren la misma 
sensibilidad a los ITQs. Aunque las dos principales mutaciones de EGFR 
(deleciones en el exón 19 y la sustitución L858R) confieren sensibilidad al 
aumentar la afinidad por los ITQs, otras mutaciones menos frecuentes 
confieren resistencia (Figura 13). 
Estos ITQs son compuestos anilinoquinazolina capaces de inhibir de forma 
reversible la catálisis ocupando el sitio de unión del ATP donde forman 
enlaces con los hidrógenos de los residuos metionina (M769) y cisteína 
(C751), mientras que el anillo anilino está cerca de los residuos de metionina 
(M742), lisina (K721) y leucina (L764) (Figura 14). 
En casi todos los pacientes, y pese a la buena respuesta inicial, se acaban 
desarrollando resistencias a estos ITQs llamados de primera generación. En 
aproximadamente un 50% de los casos aparece una nueva mutación (la 
sustitución T790M) que aumenta la afinidad por el ATP, haciendo que estos 
inhibidores reversibles pierden su eficacia. 
 
Figura 13: Mutaciones en el gen EGFR  y la respuesta que confieren 
frente a los ITQs. 
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Figura 14: Estructura química de ITQs de primera, segunda y tercera 
generación. 
El gefitinib (arriba izquierda) y erlotinib (arriba derecha) son ITQs de primera 
generación, afatinib (bajo izquierda) de segunda generación y osimertinib (bajo 
izquierda) de tercera generación. 
Los ITQs de segunda generación como el neratinib, el afatinib y el 
dacomitinib, se han desarrollado para superar este problema, ya que se unen 
covalentemente y por lo tanto de manera irreversible a EGFR. In vitro, son 
capaces de disminuir la activación de EGFR y de la ruta PI3K/AKT, así como 
la proliferación en células de AC EGFR mutado con la mutación T790M 
(Engelman, Zejnullahu et al. 2007b, Li, Ambrogio et al. 2008). Sin embargo, la 
eficacia clínica de esta segunda generación de inhibidores ha sido baja, con 
un porcentaje de respuesta inferior al 10% en pacientes con enfermedad 
progresiva tras el tratamiento con erlotinib o gefitinib. Esto posiblemente se 
deba a un índice terapéutico estrecho, debida a una baja concentración 
plasmática del ITQ, incapaz de inhibir la forma mutante T790M. 
Es por ello que se han desarrollado nuevos inhibidores selectivos e 
irreversibles, como el WZ4002 (que no ha llegado a ensayos clínicos), el 
rociletinib (CO-1686) y el osimertinib (AZD9291). Estas moléculas están 
basadas en una estructura de pirimidina y también incorporan un grupo 
aceptor que forma una unión covalente con la cisteína 797 en el extremo del 
bolsillo de unión al ATP. Al unirse de forma irreversible, superan la mayor 
afinidad por el ATP que confiere la mutación T790M (Ward, Anderton et al. 
2013). De hecho, el osimertinib ha sido recientemente aprobado por la FDA 
para pacientes de CPNM EGFR mutado T790M positivos cuya enfermedad ha 
progresado tras la terapia con ITQs de primera generación. No obstante, 
algunos estudios in vitro y el análisis de las rebiopsias de los pacientes en 
OsimertinibAfatinib
Gefitinib Erlotinib
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recaída indican que la eficacia de estos fármacos se puede ver 
comprometida por la aparición de la mutación de C797S que impide la 
formación de esta unión covalente (Figura 14) (Jia, Yun et al. 2016) . No 
obstante, se ha publicado recientemente que el brigatinib es capaz de unirse 
el bolsillo de unión del ATP del EGFR triple mutante (mutación 
conductora/T790M/C797S) sorteando la resistencia al osimertinib tanto in vitro 
como in vivo. Además los efectos de este inhibidor se ven aumentados en 
combinación con anticuerpos anti-EGFR ya que disminuye la expresión total 
de EGFR (Ken Uchibori, Naohiko Inase et al. 2017). 
b)  Anticuerpos monoclonales contra EGFR 
Los anticuerpos monoclonales son una aproximación diferente para bloquear 
la activación de EGFR y su señalización. Además de inhibir de forma 
competitiva la unión de los ligandos al dominio extracelular, también pueden 
formar complejos anticuerpo-receptor que son interiorizados por endocitosis 
y luego degradados. En el tratamiento del CPNM se utiliza necitumumab, un 
anticuerpo monoclonal recombinante humano de segunda generación que se 
une a EGFR con gran afinidad (Li, Kussie et al. 2008). En el estudio clínico 
FLEX los pacientes de CPNM escamoso que combinaban la quimioterapia 
(gemcitabina y cisplatino) con otro anticuerpo anti-EGFR, el cetuximab, 
mostraron una supervivencia mayor que los que sólo se trataban con 
quimioterapia (Thatcher, Hirsch et al. 2015). 
c)  Anticuerpos monoclonales contra VEGFR 
Durante mucho tiempo, se postuló que el bloqueo de la angiogénesis (e 
impedir la llegada de vasos sanguíneos al tumor) podría ser una importante 
diana en la terapia contra el cáncer. Bevacizumab y ramucirumab son 
anticuerpos humanizados monoclonales contra el receptor de VEGF. 
Bevacizumab se aprobó en un primer lugar en cáncer colorrectal 
metastásico, pero dado que la proliferación tumoral depende de la formación 
de nuevos vasos, su uso se ha aprobado para otro tipo de tumores como 
mama o pulmón (Willett, Boucher et al. 2004). El primero de estos anticuerpos 
se une tanto al receptor 1 como al receptor 2 de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-2), 
mientras que ramucirumab sólo se une al receptor 2. Así, al impedirse que se 
formen nuevos vasos aumentaría la hipoxia dentro de los tumores (Xu, Li et al. 
2012). El tratamiento con estos anticuerpos se combina bien con cisplatino 
(en el caso del bevacizumab) o bien con docetaxel (ramucirumab) (Kurzrock, 
Stewart 2017) . Una de las principales limitaciones del uso de este tipo de 
fármacos es que sólo se pueden utilizar en pacientes con CPNM de histología 
no escamosa: el tratamiento de los escamosos con agentes antiangiogénicos 
puede conllevar un riesgo importante de sangrado que se ha observado en 
algunos estudios con bevacizumab (Johnson, Fehrenbacher et al. 2004). Uno 
de los motivos por los que este tipo de terapia no estaría teniendo tanto éxito 
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como se esperaba es que las células tumorales son capaces de imitar a las 
células endoteliales y formarían redes vasculares insensibles al bloqueo del 
receptor de VEGF. 
d)  Inhibidores de ALK y ROS1 
Una de las proteínas quiméricas con capacidad oncogénica es EML4-ALK, 
que se describió en CPNM en 2007 (Soda, Choi et al. 2007). Del mismo modo 
que los tumores EGFR mutados, estos tumores también tienen adicción a la 
señalización derivada de esta proteína de fusión y en muy poco tiempo se 
han desarrollado numerosos ITQs específicos de ALK, de los cuales se han 
aprobado crizotinib, ceritinib y alectinib (Lin, Riely et al. 2017, Shaw, Kim et al. 
2014, Shaw, Gandhi et al. 2016). Aunque el crizotinib fue desarrollado para la 
tirosina quinasa MET, se ha demostrado que también puede emplearse en el 
tratamiento de tumores con reorganizaciones de EML4-ALK (Gelsomino, 
Facchinetti et al. 2014). 
De forma similar a los ITQs de EGFR, los tumores con reorganizaciones de 
ALK pueden desarrollar resistencia al crizotinib. Se han descrito una gran 
diversidad de mecanismos como la amplificación de ALK, la sobreexpresión 
de EGFR, HER2 y HER3, la amplificación de KIT y varias mutaciones en el 
propio ALK como L1196M (análoga a T790M en EGFR) (Tang, Nguyen et al. 
2014) . El ceritinib es un ITQ de ALK de segunda generación 20 veces más 
potente, por lo que es capaz de bloquear la mutación L1196M, así como 
otros casos de resistencia de causa desconocida (Kort, Sparidans et al. 
2015). Además, otro ITQ de ALK de segunda generación, el alectinib, es 
altamente específico para inhibir ALK y RET y también se usa como segunda 
línea de terapia cuando aparece resistencia a crizotinib (Kodama, Hasegawa 
et al. 2014). 
Las reorganizaciones de ROS1 se encuentra en el 1-2% de casos de CPNM 
con distintas variantes de proteínas de fusión de ROS1 (Bergethon, Shaw et 
al. 2012). Existe aproximadamente un 50% de homología entre ROS1 y ALK 
e, inhibidores como el crizotinib pueden inhibir ambas quinasas (Ou, Tan et 
al. 2012), aunque la eficacia a largo plazo la sigue limitando la aparición de 
resistencias (Figura 15). 
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Figura 15: Estructura química de los ITQs de ALK, ROS1, MET y RET. 
 
e)  Inhibidores del control inmunitario 
Una de las aproximaciones más prometedoras en la terapia antitumoral es el 
bloqueo de los puntos de control inmunitario. Estos puntos de control son un 
conjunto de rutas inhibitorias del sistema inmune que son cruciales en el 
mantenimiento y modulación tanto de la duración como de la amplitud de la 
respuesta inmune, limitando la aparición de trastornos autoinmunitarios. Los 
tumores se apropian de algunas de estas rutas como mecanismo de evasión, 
especialmente aquellos dirigidos contra la actividad de los linfocitos T 
(Pardoll 2012). En la actualidad, se han aprobado tres anticuerpos 
monoclonales que bloquean uno de estos ejes de regulación: el formado por 
PD1 y su ligando PDL1. PD1 es un receptor de membrana de los linfocitos T 
que controla la respuesta inmunitaria adaptativa y previene las reacciones 
autoinmunitarias y autoinflamatorias. En pacientes con cáncer, la expresión 
de PD1 es muy alta en linfocitos T y el microambiente; la expresión en las 
células tumorales de su principal ligando (PDL1) se asociaba normalmente a 
un mal pronóstico, y actualmente a una buena respuesta a anticuerpos frente 
a PD1/PDL1. 
Nivolumab y pembrolizumab son anticuerpos monoclonales anti-PD1 que 
impiden la unión de PDL1, eliminando las señales inhibitorias sobre los 
linfocitos T (Brahmer, Reckamp et al. 2015, Garon, Rizvi et al. 2015). El 
anticuerpo recombinante humano atezolizumab, en cambio, se dirige frente al 
ligando PDL1 (Fehrenbacher, Spira et al. 2016). Estos tres fármacos se han 
aprobado para pacientes con CPNM metastásico donde ya ha habido una 
recaída, aunque ya se están llevando a cabo ensayos clínicos que estudian la 
eficacia de la inmunoterapia como monoterapia y en primera línea (Gettinger, 
Crizotinib
Ceritinib
Alectinib
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Rizvi et al. 2016), en combinación con quimioterapia (Hall, Gadgeel et al. 
2016) e incluso como terapia neoadyuvante (Forde, Smith et al. 2016). 
1.2.6.  Mecanismos de resistencia a la terapia anti-EGFR 
Pese a los avances en las terapias dirigidas y quimioterápicos, el pronóstico 
de los pacientes de CPNM sigue siendo malo. Uno de los principales 
problemas es la detección tardía de la enfermedad ya en estadios 
avanzados, cuando los síntomas son clínicamente evidentes (Minna, Roth et 
al. 2002). Además, más del 75% de los casos que se diagnostican presentan 
lesiones metastáticas, que suele acabar en un fracaso de la terapia. Como ya 
hemos introducido anteriormente, otro de los problemas es la resistencia al 
tratamiento: en algunos casos, la enfermedad no responde a la terapia 
(resistencia innata) o responde bien al principio y luego se produce una 
recaída (resistencia adquirida). Esto puede llevar a probar un aumento en las 
dosis, lo que suele aumentar los efectos adversos e incluso puede que no 
mejore el pronóstico. En el caso de la terapia dirigida contra EGFR, y pese a 
los buenos resultados iniciales, es esperable que si no todos, la mayoría de 
los pacientes acaben desarrollando resistencias.  
a)  Mecanismos genéticos de resistencia  
Tal y como muestra la Figura 16, la mutación T790M es el principal 
mecanismo de resistencia a los ITQs de EGFR de primera y segunda 
generación, llegándose a encontrar en alrededor del 60-70% de los casos de 
recaída, aunque es menos frecuente encontrarla en muestras de CPNM antes 
del tratamiento (donde conllevaría a una resistencia innata del tumor a esta 
terapia). De hecho, cuando se detecta la mutación T790M antes del 
tratamiento con ITQs se suele asociar a otra mutación en EGFR en el mismo 
alelo, como L858R, o a las deleciones del exón 19. Aunque la mutación 
T790M comprende a más del 90% de las mutaciones secundarias en EGFR, 
se han descrito otras tres mutaciones relacionadas con la resistencia, D761Y, 
L747S y T854A, que tienen una prevalencia muy baja y aún se desconoce su 
relevancia clínica (Costa, Halmos et al. 2007, Bean, Brennan et al. 2007, 
Balak, Gong et al. 2006). 
Otro mecanismo frecuente de resistencia a los ITQs de EGFR es la activación 
de rutas de proliferación y supervivencia celulares. El ejemplo más conocido 
es la amplificación del receptor con actividad tirosina quinasa MET. In vitro, 
esta amplificación confiere resistencia mediante la fosforilación de ERBB3, 
que activa la ruta PI3K/AKT incluso en presencia de ITQs de EGFR 
(Engelman, Zejnullahu et al. 2007a). En estos casos la inhibición de la 
proliferación no se puede conseguir únicamente con inhibidores de MET, sino 
que requiere la combinación con ITQs de EGFR. HER2 parece jugar un papel 
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importante en células de AC EGFR mutado, y se ha demostrado que su 
amplificación y sobreexpresión puede conferir resistencia a afatinib, un ITQ 
que inhibe tanto EGFR como HER2 y que, por el contrario, el silenciamiento 
de HER2 aumenta la sensibilidad a afatinib (Takezawa, Pirazzoli et al. 2012). 
 
Figura 16: Mecanismos de resistencia a ITQs de EGFR. 
Adaptado de (Cortot, Janne 2014). 
b)  Mecanismos epigenéticos de resistencia 
Como estudiaremos de manera más detallada en las próximas secciones, 
otro de los mecanismos que conllevan resistencia a los ITQs es la 
transformación fenotípica en ausencia de otras alteraciones genéticas. Esta 
transformación se puede dividir en dos clases: la transformación a CPM y la 
transformación epitelial-mesenquimal (EMT). 
La transformación de tumores CPNM EGFR mutado, mayoritariamente 
adenocarcinomas, a CPM se ha detectado en un 2-14% de los pacientes con 
resistencia adquirida a ITQs de EGFR (Sequist, Waltman et al. 2011). Los 
tumores que se transforman en CPM mantienen la mutación original en EGFR, 
lo que sugiere que se trata una evolución del tumor inicial. Aunque los 
mecanismos para esta transformación se desconocen, sí que se ha podido 
comprobar que la mutación original en EGFR sigue estando presente en el 
nuevo CPM. La secuenciación de algunas biopsias tumorales, así como de 
líneas celulares derivadas de pacientes de AC EGFR mutado ha demostrado 
que la pérdida del gen supresor tumoral RB1 media la adquisición de 
resistencia mediada por la transformación a CPM (Niederst, Sequist et al. 
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2015). Por tanto, en algunos de estos casos la transformación histológica no 
estaría dirigida por un mecanismo epigenético. 
La EMT es un proceso relacionado con la metástasis, la agresividad tumoral y 
la quimiorresistencia, en el que las células cambian de un fenotipo epitelial a 
un fenotipo más mesenquimal, caracterizado por una pérdida de las uniones 
intercelulares y un aumento de la plasticidad celular y la capacidad invasiva. 
Al tratarse de una reprogramación epigenética, desarrollaremos a 
continuación algunos conceptos básicos relacionados con la Epigenética. 
1.2.7.  Modif icaciones epigenéticas en el cáncer 
La Epigenética hace referencia a los cambios hereditarios y reversibles que 
regulan la expresión de los genes sin modificar la secuencia del ADN. Son 
procesos que modifican la estructura de la cromatina favoreciendo la 
activación o el silenciamiento de determinados genes, regulando así la 
transcripción diferencial del genoma (Andreoli, Barbosa et al. 2013). 
La marca epigenética más conocida es la metilación de ADN. El 
descubrimiento inicial del estado hipometilado global del ADN en tumores fue 
seguido por la identificación de la hipermetilación local de los genes 
supresores de tumores (Greger, Passarge et al. 1989) y, más recientemente, 
por el descubrimiento de la represión de secuencias de ADN que codifican 
microARNs (miRNA) por la metilación del ADN (Lujambio, Ropero et al. 2007). 
La metilación del ADN juega un papel muy importante en la regulación de la 
actividad génica y en la arquitectura de la cromatina. Esta modificación 
afecta a las citosinas de los dinucleótidos CpGs, los cuales no están 
distribuidos al azar por el genoma, sino que se encuentran en regiones 
enriquecidas conocidas como islas CpG (Weber, Hellmann et al. 2007). La 
metilación del ADN es una de las capas de control transcripcional para genes 
específicos de tejido, la regulación dinámica de la expresión génica en 
momentos determinados del desarrollo embrionario, la inactivación de uno de 
los cromosomas X en mujeres o la inactivación de uno de los dos alelos para 
controlar la impronta genómica (Feinberg, Cui et al. 2002). 
Una de las primeras alteraciones epigenéticas que se encontró asociado al 
cáncer humano fue la hipometilación global del ADN en comparación el tejido 
normal (Feinberg, Vogelstein 1983). La pérdida de metilación afecta 
principalmente a secuencias repetitivas del ADN, regiones codificantes e 
intrones. Durante el desarrollo de las neoplasias, el nivel de hipometilación 
global del ADN genómico aumenta según progresa la lesión desde una 
proliferación benigna hasta un cáncer invasivo (Fraga, Herranz et al. 2004). 
Esta hipometilación genera inestabilidad cromosómica, reactiva transposones 
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y hace que se pierda la impronta genómica. Se favorece entonces la 
recombinación mitótica que conlleva deleciones y translocaciones, además 
de promover reorganización cromosómica (Eden, Gaudet et al. 2003). 
En contraposición a esta hipometilación global del genoma, en los tumores se 
observa una hipermetilación de las islas CpG en las regiones de los 
promotores de los genes supresores de tumores. A los primeros estudios 
donde se detectó la hipermetilación de una isla CpG en la región promotora 
del gen supresor tumoral RB1 siguió la demostración de que la 
hipermetilación de la isla CpG es un mecanismo de inactivación de otros 
genes supresores tumorales como VHL, CDKN2A, MLH1 y BRCA1. 
Además de inactivar genes supresores tumorales, la hipermetilación puede 
afectar a genes que codifican proteínas del ciclo celular, la reparación del 
ADN, el metabolismo de carcinógenos, la interacción célula-célula, la 
apoptosis, o la angiogénesis, procesos todos ellos involucrados en el 
desarrollo del cáncer (Esteller 2007, Herman, Baylin 2003). 
Otro mecanismo de regulación epigenética es el constituido por las 
modificaciones químicas de las histonas, que son proteínas de naturaleza 
básica cuya función no solo se limita al empaquetamiento del ADN, sino que 
son reguladores activos de la reparación, replicación y transcripción del ADN 
(Esteller, Almouzni 2005). La información epigenética está codificada través 
de modificaciones post-traduccionales como la acetilación de lisinas, la 
metilación de argininas o lisinas y la fosforilación de serinas (Bernstein, 
Meissner et al. 2007). La acetilación de lisinas se asocia generalmente con la 
activación transcripcional de la región de cromatina afectada. Las 
consecuencias de la metilación de histonas, que además ocurren en distintos 
grados (mono, di o trimetilación) dependen del tipo de residuo –lisina (K) o 
arginina- y el sitio específico de la metilación (por ejemplo, K4, K9, K20). Por 
ejemplo, la metilación de la histona H3 en K4 está muy relacionada con la 
activación transcripcional (Karpf, Matsui 2005), mientras que la metilación de 
la histona H3 en K9 o K27 y de la H4 en K20 se asocian con la represión 
transcripcional. La hipermetilación de las islas CpG en los promotores de los 
supresores tumorales se asocia con una combinación particular de marcas 
de histonas: desacetilación de las histonas H3 y H4, pérdida de la 
trimetilación en H3K4 y ganancia de trimetilación en H3K9 y H3K27 (Jones, 
Baylin 2007).  
La naturaleza altamente plástica y dinámica del programa EMT donde células 
de fenotipo epitelial adquieren características mesenquimales y viceversa 
requiere de modificaciones en las marcas de metilación de histonas para la 
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activación y silenciamiento de determinados genes como E-cadherina (Tam, 
Weinberg 2013).  
1.2.7.1.Terapia epigenética 
A diferencia de las mutaciones, la metilación del ADN y las modificaciones de 
histonas son procesos reversibles. Los cambios epigenéticos permiten a las 
células tumorales adaptarse a cambios en el microambiente y los genes 
supresores tumorales, que estaban “apagados”, podrían volver a activarse. 
En líneas celulares se pueden reexpresar genes cuyos promotores estaban 
metilados usando agentes desmetiladores y así recuperar su actividad. En 
algunos tumores, fármacos con actividad desmetiladora del ADN a bajas 
dosis, han demostrado tener utilidad clínica. Por ejemplo, la azatidina y la 
decitabina ya han sido aprobados para el síndrome mielodisplásico y 
leucemias (Oki, Aoki et al. 2007, Muller, Ruter et al. 2006). No obstante, este 
tipo de fármacos no han demostrado eficacia clínica en tumores sólidos 
(Mack 2006). 
Los inhibidores de las desacetilasas de histonas (HDAC), in vitro, pueden 
inducir la diferenciación, el arresto del ciclo celular y promover la apoptosis, 
aunque no se ha conseguido describir completamente el mecanismo 
molecular que explique estos efectos. Este tipo de fármacos podrían tener 
efectos inespecíficos que produzcan consecuencias no esperables e incluso 
un efecto protumoral (Bolden, Peart et al. 2006). 
2. Transición epitelial-mesenquimal 
La transición epitelial-mesenquimal, en adelante EMT, es un programa de 
transdiferenciación que convierte células de fenotipo epitelial en 
mesenquimales. El proceso reverso se denomina transición mesenquimal-
epitelial (o MET). La EMT ocurre de manera fisiológica durante el desarrollo 
embrionario para asegurar las interconversiones requeridas que formarán los 
distintos tipos celulares, tejidos y órganos en metazoos complejos. Este 
programa biológico está orquestado y perfectamente regulado por un 
conjunto de factores de transcripción (FTs) entre los que se incluyen las 
familias de SNAIL, TWIST y ZEB. Dependiendo del contexto tisular y temporal 
se han descrito tres tipos de EMT: el tipo 1 de EMT ocurre durante la 
embriogénesis y el desarrollo de órganos, el tipo 2 es importante durante la 
regeneración tisular, la cicatrización de heridas y la fibrosis, mientras que el 
tipo 3 es una forma aberrante que se asocia a la progresión del cáncer y a la 
adquisición de propiedades de células madre tumorales (CSC, de cancer 
stem cell). 
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Las células epiteliales tienen forma poligonal, polaridad apico-basal y están 
fuertemente unidas entre ellas mediante uniones adherentes y uniones 
estrechas. In vivo, estas uniones aseguran la integridad estructural de los 
epitelios. Por el contrario, las células con fenotipo totalmente mesenquimal 
tienen una forma alargada, no tienen polaridad en apico-basal y presentan 
uniones débiles con la matriz extracelular que las rodea mediante adhesiones 
focales. Estas características ayudan a explicar el aumento de la motilidad e 
invasividad asociado a la adquisición del fenotipo EMT (Ye, Weinberg 2015).  
Las grandes diferencias morfológicas y moleculares entre células epiteliales y 
mesenquimales están determinadas por los programas transcripcionales, que 
controlan entre otros productos génicos, la expresión de genes que codifican 
proteínas estructurales clave, incluyendo aquellas que mantienen el 
citoesqueleto y forman parte de las adhesiones célula-célula. Así, las células 
epiteliales expresan varios tipos de citoqueratinas que forman parte de los 
filamentos intermedios, mientras que las células mesenquimales expresan el 
filamento intermedio vimentina (VIM). La expresión de proteínas de adhesión 
intercelular y complejos de polarización se reprimen normalmente en las 
células mesenquimales. De hecho, un punto clave en la activación de EMT es 
la sustitución de E-cadherina (CDH1) por la N-cadherina (CDH2), por lo que 
las adhesiones célula-célula son mucho más débiles (Figura 17) (Zeisberg, 
Neilson 2009) . 
El programa EMT se puede activar muy rápidamente en células epiteliales en 
respuesta a señales fisiológicas. Por ejemplo, durante la gastrulación, se 
activa la EMT en las células epiteliales del epiblasto, convirtiéndose en 
células del mesodermo totalmente mesenquimales en respuesta a señales 
inductoras como la ruta de señalización de WNT (Lamouille, Xu et al. 2014). 
De forma similar, en el tejido epitelial adulto, el programa EMT se activa 
rápidamente en respuesta al daño tisular, facilitando un cierre rápido de la 
herida para restablecer la barrera epitelial que es esencial para la protección 
de los órganos internos frente a daños externos. El cierre de una herida 
requiere el movimiento de las células epiteliales, su proliferación y, por último, 
la formación de uniones adherentes. Las células totalmente epiteliales no son 
muy móviles en comparación con células mesenquimales, lo que sugiere que 
las células en los extremos de la herida deben activar, al menos en parte, el 
programa EMT. Al mismo tiempo, las células que están participando en la 
reconstrucción del epitelio dañado pasan por una explosión de la 
proliferación para rellenar el espacio vacío. Después de la migración y el 
aumento del número celular, la plasticidad celular intrínseca permite a las 
células que han activado la EMT de manera parcial revertir el fenotipo a un 
estado epitelial mediante MET. Esta conversión tan rápida entre los estados 
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epitelial y mesenquimal está regulada por señales inductoras de EMT como el 
TGFß1, como veremos a continuación. 
 
Figura 17: Cambios producidos en las células en la transición epitel ial-
mesenquimal. 
Adaptado de (Santamaria, Moreno‐Bueno et al. 2017, Tam, Weinberg 2013). 
2.1. EMT y cáncer 
Durante la progresión del cáncer, las células neoplásicas entran en una 
transición dinámica y reversible entre múltiples estados fenotípicos, los 
extremos de los cuales se definen por la expresión de fenotipos parcialmente 
epiteliales o mesenquimales (Figura 17). Mientras que la mayoría de células 
del tumor presentan características eminentemente epiteliales, en 
determinadas regiones, como por ejemplo el frente invasivo, y al menos 
temporalmente, las células adquieren un fenotipo más mesenquimal. Así 
pues, la plasticidad inherente al programa EMT es vital para la progresión 
tumoral, y es aprovechada oportunistamente por las células para poder llevar 
a cabo el último paso en la historia natural del cáncer: la colonización 
metastásica. Este fenómeno recuerda a las interconversiones dinámicas que 
ocurren entre los estados epiteliales y mesenquimales durante la 
embriogénesis, donde la EMT y a continuación la MET son necesarias para el 
correcto desarrollo de estructuras epiteliales derivadas del mesodermo como 
los tubos colectores renales y las membranas mesoteliales. 
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2.1.1.  Inducción del programa EMT 
Varios ligandos extracelulares activan y mantienen el programa EMT, 
actuando de manera autocrina o paracrina. El TGFß1 es el inductor principal 
de EMT durante el desarrollo embrionario y también en la progresión tumoral. 
La señal del TGFß1, liberado por las propias células tumorales y 
miofibroblastos del microambiente tumoral, es transducida por dos 
receptores serín-treonín quinasa distintos (TGFBR1 y TGFBR2) en las células 
tumorales, que fosforilan y activan a las proteínas citoplasmáticas SMAD2 y 
SMAD3. Después, estas proteínas forman complejos con SMAD4 que se 
translocan al núcleo para regular la expresión de genes importantes en el 
control del estado de diferenciación celular. Esta ruta de señalización del 
TGFß1 está habitualmente sobreactivada en varios carcinomas y promueve la 
invasión y la metástasis (Figura 18) (Massagué 2012) . Las proteínas SMAD 
activas son capaces de inducir de forma directa la expresión de algunos 
genes mesenquimales, como por ejemplo los de la fibronectina, vimentina y 
colágenoalfa tipo I (Kaimori, Potter et al. 2007). 
 
Figura 18: Mecanismos de transducción de señal inducidos por TGFß1 
durante la EMT. 
 
Además de la señalización vía SMAD, el TGFß1 también induce EMT 
mediante la activación de GTPasas similares a RHO y las rutas de 
señalización de PI3K y MAPK. En células epiteliales, el TGFß1 activa AKT a 
través de PI3K (Derynck, Zhang 2003), lo que conlleva la activación de mTOR 
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promoviendo el aumento del tamaño celular, la síntesis proteica, además de 
aumentar la motilidad y la capacidad invasiva (Lamouille, Derynck 2011). 
Por otro lado, existen vías alternativas que participan en la inducción de EMT, 
incluyendo WNT, NOTCH, citoquinas como IL-6, prostaglandina E2 (PGE2) y 
factores de crecimiento como el epidérmico (EGF), FGF, HGF, PDGF o VEGF. 
Es habitual que el programa EMT se active en respuesta a una gran variedad 
de señales paracrinas de manera combinada, por lo que sólo se activa 
cuando múltiples prerrequisitos se han dado en la misma célula, un hecho 
que dificulta enormemente el estudio sistemático de este proceso (Thiery, 
Acloque et al. 2009). 
2.1.2.  Regulación transcripcional del programa EMT 
Los cambios en la expresión génica que contribuyen a la represión del 
fenotipo epitelial y a la activación del fenotipo mesenquimal requieren una 
regulación muy precisa por parte de FTs como SNAIL (SNAI1), SLUG 
(SNAI2), TWIST1, TWIST2, ZEB1 y ZEB2, entre otros (Figura 19). Su expresión 
se activa de manera secuencial durante la EMT, y como hemos descrito 
anteriormente, juegan un papel muy importante en el desarrollo embrionario, 
la fibrosis y el cáncer (Barrallo-Gimeno, Nieto 2005). 
Uno de los puntos clave del programa EMT es la represión de CDH1, que 
desestabiliza las uniones adherentes intercelulares. Además, también se 
suelen reprimir los genes que codifican claudinas, ocludinas, 
desmoplaquinas y placofilinas favoreciendo la disolución de las uniones 
estrechas apicales y los desmosomas, respectivamente (Huang, Guilford et 
al. 2012). Los FTs SNAIL y SLUG activan el programa EMT uniéndose 
directamente a la región E-box del promotor del gen de la CDH1. A 
continuación reclutan al complejo de represión Polycomb 2 (PRC2) que 
incluye a la metiltransferasa de histonas EZH2, a las histonas deacetilasas 1, 
2 y/o 3 (HDAC) y a la demetilasa lisina-específica 1 (LSD1) de histonas. Estos 
componentes se coordinan para generar cambios en las histonas, 
promoviendo la represión transcripcional de CDH1. Muchas de las vías de 
transducción antes mencionadas cooperan para poner en marcha el 
programa EMT, activando la expresión de SNAIL. Por ejemplo, dependiendo 
del contexto fisiológico, TGFß1, la familia de proteínas WNT, NOTCH y otros 
factores de crecimiento, son capaces de activar SNAIL (Peinado, Olmeda et 
al. 2007). Además, SNAIL coopera con el complejo SMAD3-SMAD4 para 
reprimir la expresión de CDH1 mediada por TGFß1. 
Entre los FT homo o heterodímeros básicos hélice-bucle-hélice (bHLH) 
destacan los TWIST (1 y 2), que al igual que SNAIL reprimen la expresión de 
genes epiteliales y activan la expresión de genes mesenquimales, pero de 
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forma indirecta ya que no pueden unirse al ADN (Xu, Lamouille et al. 2009). 
En células tumorales, reprimen la expresión de CDH1 y favorecen la de CDH2 
independientemente de SNAIL y a través de la asociación con otras proteínas 
(Yang, Wu et al. 2008). Diferentes rutas de señalización activan la expresión 
de TWIST durante el desarrollo embrionario y la tumorogénesis, siendo uno 
de los más importantes HIF1α (factor inducible por hipoxia 1 alfa), que 
promueve la EMT y la diseminación de células tumorales (Yang, Wu et al. 
2008). 
 
Figura 19: Interacciones entre factores de transcripción y reguladores 
epigenéticos en la represión de E-cadherina. 
 
Los FTs ZEB1 y ZEB2 se unen directamente a secuencias regulatorias 
génicas en las E-box para reprimir o activar la transcripción. La represión de 
CDH1 mediada por ZEB1 depende del reclutamiento de la proteína represora 
CTBP. Además, ZEB1 puede reclutar a LSD1 para favorecer la desmetilación 
de histonas. En células de carcinoma mamario, la expresión de ZEB1 a 
menudo se produce tras la activación de SNAIL, ya que es una de sus dianas 
transcripcionales. De forma adicional, TWIST1 coopera con SNAIL en la 
inducción de la expresión de ZEB1 (Dave, Guaita-Esteruelas et al. 2011). El 
complejo represor Polycomb (PRC) 2, promueve la EMT ya que marcar genes 
para su prepresión por otros supresores (Pietersen, van Lohuizen 2008). 
EZH2 es la subunidad de este complejo represor que cataliza la trimetilación 
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de la histona 3 en la lisina 27 (H3K27me3), reprimiendo genes como CDH1 
(Yoo, Hennighausen 2012). Las HDAC, al igual que los complejos PRC son 
multiméricos, pero desacetilan los residuos de lisinas K9 y K14 de la H3 
(H3K9ac o H3K14ac) lo que supone una marca más de represión sobre el 
promotor de CDH1. Otra capa más de modificaciones epigenéticas la aporta 
LSD1 que desmetila la marca H3K9me3 en formas menos represoras como 
H3K9me2 o H3K9me por lo que el fenotipo final va a depender de qué 
grupos de genes han sido activados o reprimidos (Amente, Lania et al. 2013). 
2.1.3.  EMT y la cascada de invasión-metástasis 
Las últimas fases de la progresión de los carcinomas se han descrito como 
una sucesión de pasos conocidos como la cascada metastásica, donde 
algunas de las células del tumor primario adquieren capacidad invasiva, se 
intravasan en los vasos sanguíneos, circulan hasta lugares distantes, se 
detienen en vasos de estas zonas alejadas, invaden el parénquima de tejidos 
lejanos, forman depósitos micrometastásicos y en algunas ocasiones crecen 
y forman lesiones metastásicas clínicamente aparentes. Es de destacar que 
este último paso de colonización tiene muy baja eficiencia (Fidler 2003). 
Mientras que se requieren un gran número de alteraciones tanto genéticas 
como epigenéticas para la formación de un tumor primario, es posible que 
para su diseminación no se requieran mutaciones adicionales (Morel, Hinkal 
et al. 2012). De este modo, la expresión del programa EMT en células 
tumorales –en principio no metastásicas- aumenta la habilidad de estas 
células para generar metástasis sin necesidad de cambios genéticos 
adicionales. 
La última fase de la cascada metastásica no es parte estricta del programa 
EMT y parece necesitar del proceso inverso MET. Así, el crecimiento de micro 
a macrometástasis parece requerir, entre otros procesos, de la adaptación de 
células que han surgido de un tejido totalmente diferente a un microambiente 
potencialmente adverso en un nuevo nicho. De hecho, se ha visto que las 
metástasis de pacientes con carcinoma a menudo presentan características 
epiteliales e incluso una organización que corresponde a su tejido de origen. 
Así, las células pseudo-mesenquimales serían las fundadoras de colonias 
metastásicas y por tanto requerirían generar una progenie de células 
epiteliales capaz de recrear un microambiente similar al del tumor primario 
(Klein 2009). 
2.1.4.  EMT en la formación de CSC 
Determinadas situaciones fisiopatológicas pueden llevar a que células 
diferenciadas adquieran un fenotipo multipotente similar al de una célula 
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madre a través de la activación de EMT (Singh, Settleman 2010a). En el 
contexto tumoral, y basándose en evidencias experimentales que se han 
obtenido fundamentalmente en modelos de carcinoma mamario, las CSC 
constituyen una pequeña subpoblación que posee la habilidad de auto-
renovarse y también de diferenciarse en los otros tipos celulares que forman 
un tumor heterogéneo. Existen numerosos trabajos donde se demuestra que 
las células derivadas de la EMT adquieren características similares a las de 
CSC. Así, las células epiteliales mamarias en las que se ha inducido la EMT 
mediante la sobreexpresión ectópica de SNAIL, TWIST1 o la incubación con 
TGFß1, adquieren la firma fenotípica CD44high/CD24low (Mani, Guo et al. 2008) 
similar a las identificadas en las CSCs. También en cáncer de mama se ha 
visto que las células diseminadas en una efusión pleural están enriquecidas 
en CSCs CD44high/CD24low (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). Además se ha visto 
que el FT ZEB1 regula la expresión de miR-200 y de miR-203, cuyas dianas 
son ARNm involucrados en la biología de las CSC como SOX2 y KLF4 
(Wellner, Schubert et al. 2009). 
2.1.5.  EMT y resistencia a los fármacos 
La EMT es un mecanismo importante en la aparición de resistencia a las 
terapias antitumorales convencionales. Hay muchos estudios que sugieren 
que las alteraciones epigenéticas reversibles observadas en la adquisición 
de resistencia reflejan cambios en el estado de diferenciación del tumor, 
dirigidos por el programa EMT y la emergencia de células refractarias a la 
terapia con características CSC (Voulgari, Pintzas 2009). Los pacientes de 
carcinomas mamarios basales, que se caracterizan por la expresión de 
genes mesenquimales, tienen peor pronóstico, lo que sugiere que hay una 
mayor tendencia a desarrollar resistencia a la terapia cuando los tumores 
activan EMT (Yauch, Januario et al. 2005, Liedtke, Mazouni et al. 2008). No 
obstante, los mecanismos subyacentes a la resistencia mediada por la EMT 
todavía están por definir. Es posible que los quimioterápicos puedan 
enriquecer las células más mesenquimales erradicando las células no-
mesenquimales, aunque también podrían promover per se el programa EMT, 
como en el caso de la adriamicina, que induce EMT en células de carcinoma 
mamario (Li, Chen et al. 2011). 
2.1.6.  EMT y resistencia a ITQs en el CPNM 
Las primeras observaciones que sugerían una teoría de evolución clonal del 
cáncer fueron realizadas hace décadas (Nowell 1976). Las células tumorales 
pueden adquirir por azar alteraciones genéticas o epigenéticas ventajosas 
que suponen la expansión de una subpoblación celular concreta, mientras 
que aquellas menos adaptadas al microambiente tumoral (y a la presión 
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selectiva ejercida por la terapia farmacológica) disminuirán su frecuencia e 
incluso desaparecerán.  
La terapia antitumoral ha alcanzado algunos éxitos en los últimos años, pero 
pocos casos de tumores avanzados y metastásicos se consiguen eliminar 
totalmente. La variabilidad genética que genera la inestabilidad genómica 
intrínseca del cáncer es la base perfecta para el desarrollo de resistencias. 
Pero la presión selectiva que ejerce la terapia farmacológica no sólo implica 
cambios genéticos, sino que también provoca adaptaciones fenotípicas en 
las vías de señalización (Solit, Sawyers 2010), quiescencia (Goff, Jamieson 
2010) o cambios epigenéticos (Sharma, Lee et al. 2010). 
El desarrollo de los ITQs de EGFR para el tratamiento del CPNM dirigido por 
mutaciones en EGFR y cómo acaban recayendo es el reflejo de esta teoría. 
En un primer momento, los pacientes tienen una muy buena respuesta (Paez, 
Jänne et al. 2004), pero al cabo de un tiempo; muchos, si no todos, de estos 
tumores se hacen resistentes. En un porcentaje elevado de los casos es por 
la mutación la mutación T790M en el propio EGFR (Sequist, Waltman et al. 
2011), que en ocasiones se encuentra en subclones minoritarios 
preexistentes antes del inicio del tratamiento (Vanessa D Jonsson, Collin M 
Blakely et al. 2017, Soucheray, Capelletti et al. 2015)y aumentarán su 
frecuencia tras el tratamiento con ITQs. El inhibidor de tercera generación 
osimertinib consigue superar este mecanismo de resistencia, aunque los 
pacientes también acabarán recayendo. La aparición de una nueva mutación 
(C797S) (Jia, Yun et al. 2016) hace a los tumores resistentes a osimertinib. 
Aún más reciente es la aparición de un nuevo inhibidor, el brigatinib, capaz 
de sortear este último mecanismo de resistencia ya detectado en pacientes 
(Ken Uchibori, Naohiko Inase et al. 2017, Thress, Paweletz et al. 2015). 
Por otro lado, la transformación histológica bien a CPM o la activación del 
programa EMT son mecanismos relativamente frecuentes de resistencia a los 
ITQs descritos en pacientes (Sequist, Waltman et al. 2011). De hecho, los 
tumores EGFR mutado que al adquirir resistencia a los ITQs expresan rasgos 
de CPM, mantienen la mutación original en EGFR, lo cual indica plasticidad 
fenotípica (Oser, Niederst et al. 2015). 
La posible implicación de la EMT y la resistencia a la terapia farmacológica 
cuenta con numerosas evidencias experimentales en múltiples tipos de 
tumores. En el caso que nos ocupa, se ha relacionado la resistencia al 
erlotinib con la represión de la CDH1 epitelial en modelos celulares in vitro 
(Suda, Tomizawa et al. 2011), o al afatinib con la activación de fenotipo EMT 
con características de CSC (Hashida, Yamamoto et al. 2015). La 
sobreexpresión del miR-200, el microARN que bloquea la traducción del FT 
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ZEB1, tiene un efecto antitumoral en células resistentes a ITQs con fenotipo 
EMT (Sato, Shien et al. 2017). La sobreexpresión de ZEB1 aparece incluso en 
rebiopsias de pacientes con resistencia adquirida a los ITQs (Yoshida, Song 
et al. 2016). Además, los fibroblastos asociados a tumor (CAFs) también 
podrían contribuir a la resistencia a ITQs secretando señales paracrinas que 
activan la EMT en las células tumorales (Crawford, Kasman et al. 2009).  
A todas estas evidencias hay que añadir las que indican que dependiendo 
de la combinación terapéutica se pueden promover o evitar ciertos 
mecanismos de resistencia. Por ejemplo, la combinación de gefitinib y 
pemetrexed ha resultado útil para prevenir la aparición de células resistentes 
con fenotipo EMT en modelos celulares (La Monica, Madeddu et al. 2016). 
Otra aproximación más directa es la realizada por nuestro grupo en un 
trabajo previo, combinando el gefitinib con un inhibidor del receptor de 
TGFß1 (Soucheray, Capelletti et al. 2015). En este modelo, la inhibición de 
EGFR dirige al tumor hacia la activación de EMT como mecanismo preferente 
de resistencia; si además de EGFR también se bloquea de manera 
simultánea la ruta del TGFß1, el mecanismo adoptado por las células 
tumorales es la adquisición de la mutación T790M (Figura 20). 
 
Figura 20: Evolución paralela de los mecanismos de resistencia a ITQs 
(Soucheray, Capellett i  et al.  2015). 
 
Así pues, numerosas evidencias experimentales y clínicas relacionan la 
activación del programa EMT con la resistencia a ITQs en CPNM. Sin 
embargo, no existe, de momento, ninguna aproximación que haya dado con 
el talón de Aquiles de la EMT que nos permita retrasar o revertir la resistencia 
de una manera eficaz. 
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El descubrimiento de la adicción oncogénica que producen las mutaciones 
activadoras en genes que codifican proteínas de señalización intracelular ha 
permitido el desarrollo de terapia dirigidas clínicamente eficaces. En el 
CPNM, las mutaciones activadoras de EGFR y los ITQs son el paradigma de 
esta estrategia terapéutica.  
No obstante, pese a las buenas respuestas iniciales de estos ITQs en 
pacientes seleccionados en función del estatus EGFR, los tumores acaban 
desarrollando resistencias a través de mecanismos genéticos (p.e., la 
mutación T790M en EGFR) y epigenéticos (como la activación del fenotipo 
EMT). Por ello, el objetivo general de la presente tesis es identificar nuevos 
mecanismos moleculares y vulnerabilidades subyacentes a la activación de 
EMT asociada a la resistencia a los ITQs en el CPNM. Para alcanzar este 
objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos concretos: 
a) Desarrollar modelos in vitro de resistencia adquirida a ITQs 
reversibles (erlotinib, gefitinib) e irreversibles (osimertinib) con 
fenotipo EMT a partir de líneas celulares de CPNM dirigidas por 
mutaciones en EGFR clínicamente relevantes. 
b) Analizar el fenotipo de estos modelos mediante plataformas de alto 
rendimiento de transcriptómica, epigenómica y proteómica. 
c) Identificar nuevos marcadores y dianas moleculares para la EMT 
asociada a la resistencia a ITQs mediante la integración de los datos 
“ómicos”. 
d) Determinar el impacto funcional de los candidatos mediante 
herramientas de transducción génica. 
e) Evaluación de la posible traslación de los resultados obtenidos a la 
práctica clínica. 
 
  62 
 
Figura 21: Esquema metodológico empleado durante este trabajo. 
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1. Modelos experimentales 
En este trabajo se han utilizado las líneas celulares tumorales de AC 
pulmonar con EGFR mutado HCC4006, H1975 y HCC827 que proceden de la 
American Type Culture Collection (ATCC). Además, se generaron líneas 
resistentes a partir de ellas, tratándolas de forma crónica con 
concentraciones crecientes de ITQs hasta que adquirieron resistencia y 
crecían normalmente a una concentración de 10 µM.  
Tabla 3: Líneas celulares de CPNM empleadas y su perf i l  mutacional. 
Línea celular Mutación Línea resistente 
HCC4006 Deleción del exón 19 (E747-A749), A750P 
HCC4006-GeR 
(gefitinib) 
H1975 L858/T790M H1975-AZDR (osimertinib) 
HCC827 Deleción del exón 19 (E746-A750) 
HCC827-ER23 
(erlotinib) 
 
También, se utilizaron las líneas celulares A549 y HEK 293 LTV. La primera de 
estas líneas, A549, es una línea de AC de pulmón con KRAS mutado. La 
segunda, HEK 293 LTV, es una línea embrionaria de riñón que se utiliza para 
el empaquetamiento de partículas lentivirales.  
 
Figura 22: Imágenes de la morfología de las l íneas celulares empleadas. 
HCC4006! HCC827!H1975!
HCC4006-GeR! HCC827-ER23!H1975-AZDR!
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Puntualmente se emplearon modelos ya descritos de resistencia a ITQ no 
dirigidos por EMT: la línea HCC4006-GeSB-R (resistente a gefitinib pero con 
fenotipo epitelial y presencia de la mutación EGFRT790M) y la línea celular 
HCC827-ER13 (amplificación de MET) (Soucheray, Capelletti et al. 2015) . 
2. Cultivos celulares 
Las líneas celulares de AC pulmonar se cultivaron en medio completo 
compuesto por: 
• 90% RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) 
(Gibco®, Life Technologies) 
• 10% de suero bovino fetal inactivado (Gibco®, Life Technologies) 
• 100 U/ml de penicilina (Gibco®, Life Technologies) 
• 100 μg/ml de estreptomicina (Gibco®, Life Technologies) 
• 0.25 μg/ml de fungizona (Gibco®, Life Technologies) 
La línea HEK 293 LTV se cultivó en medio completo compuesto por: 
• 90% DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con 
GlutaMAXTM y 4.5g/l de glucosa (Gibco®, Life Technologies). 
• 10% de SBF (Gibco®, Life Technologies) 
• 100 U/ml de penicilina (Gibco®, Life Technologies) 
• 0.25 μg/ml de fungizona (Gibco®, Life Technologies) 
3. Estudios de proliferación y viabilidad celulares 
El número de células y la viabilidad de los cultivos celulares se evaluaba 
utilizando el contador automático Countess® II (Invitrogen). La técnica de 
contaje que utiliza este aparato se basa en el método de exclusión del 
colorante vital azul tripán. 
El azul tripán es un colorante vital que se introduce en el interior de las 
células que presentan roturas en la membrana. Las células con membrana 
íntegra no permiten la entrada del colorante, conservando un aspecto 
redondeado y transparente. Las células alteradas adquieren un tono azul, 
aunque conservan una morfología similar a las células viables. 
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Para realizar el contaje celular, tras la tripsinización y resuspensión en medio 
completo, se mezcló una alícuota de la suspensión celular obtenida con el 
mismo volumen de una solución de azul tripán al 0.4% (Invitrogen) y se cargó 
en unas cámaras de contaje especiales y específicas para este aparato 
(Countess® cell counting chamber slides; Invitrogen).  
4. Estudio de la citotoxicidad celular: Método de la 
sulforodamina B 
El método de la sulforodamina B se utiliza para la determinación indirecta del 
número de células. Es un método colorimétrico basado en la cuantificación 
de la tinción de las proteínas celulares con sulforodamina B. Esta medida de 
la masa proteica celular es directamente proporcional al número de células 
(Skehan, Storeng et al. 1990, Voigt 2005). Este método tiene la ventaja de que 
permite realizar ensayos de citotoxicidad a gran escala en placas de 96 
pocillos (Vichai, Kirtikara 2006).  
El protocolo empleado fue el establecido por el Instituto Nacional del Cáncer 
Americano (NCI) (www.cancer.gov). Para ello, se sembraron 7,5x103 células 
por pocillo en placas de 96 pocillos en 100 μl de medio completo. A las 24 
horas post-siembra, se añadieron los fármacos disueltos en RPMI sin 
suplementar. Se realizaron 6 réplicas por condición, empleando diluciones 
seriadas 1:3 a partir de 10 μM. Dependiendo del fármaco, se empleó el 
correspondiente control con el vehículo en el que éste se disolvía (por 
ejemplo, DMSO o etanol). 
Tras 72 horas de tratamiento, las células se fijaron mediante la adición de 
ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 50% de manera que la concentración 
final en el pocillo fuera del 10% (p/v), y se incubaron durante 1 hora a 4°C. A 
continuación, las placas fueron lavadas con agua y se dejaron secar.  
Las placas fijadas fueron teñidas con 50 μl de una solución de sulforodamina 
B (Sigma-Aldrich) al 0.4% (p/v) en ácido acético al 1%, durante 20 minutos. 
Tras este tiempo se lavaron las placas con ácido acético al 1%, para eliminar 
el exceso de tinción y se dejaron secar. El colorante fijado se solubilizó con 
200 μl de tampón Trizma® Base (Sigma-Aldrich) 10mM.  
A continuación, se midió espectrofotométricamente la absorbancia a 570 nm 
en un lector de placas (Multiskan spectrum; Thermo Scientific) y se le restó el 
ruido de fondo medido a 620 nm para cada pocillo. Los datos se expresan 
como porcentaje de viabilidad celular que se calculó de acuerdo con la 
expresión: 
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5. Análisis de expresión proteica mediante western 
blot 
El western blot es una técnica que nos permite examinar la cantidad de una 
proteína específica en un extracto proteico y comparar sus niveles con 
respecto a los existentes en otras muestras. Para ello seguimos los siguientes 
pasos: 
5.1. Extracción de proteínas 
Para la obtención de los extractos proteicos de las células en monocapa, en 
primer lugar, se eliminó el medio de cultivo de las placas y se lavaron con 
PBS frío. A continuación, las células se rascaron en hielo en presencia de un 
tampón de lisis compuesto por 20mM de Tris pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1mM 
de Na2EDTA, 1 mM de EGTA 1% de TritonTM X-100 (v/v), 2,5 mM de 
pirofosfato sódico, 1 mM de ß-glicerofosfato, 1 mM de Na3VO4 y 1 µg/ml de 
leupeptina (Cell Signaling Technology), suplementado con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (ThermoFisher Scientific). Una vez recogido el lisado 
celular se sometió a tres ciclos de sonicación de 5 segundos de ultrasonidos 
intercalados por 15 segundos de parada empleando un sonicador Branson 
SLPe. A continuación, la muestra se centrifugó a 15000g, 15 minutos a 4°C. 
La concentración de proteínas de los sobrenadantes se determinó según el 
método colorimétrico descrito por Bradford, usando el reactivo Coomassie 
Blue G-250 (Thermo Scientific) y midiendo la absorbancia de las muestras a 
595 nm. Los valores obtenidos se interpolaron en una recta patrón de 
albúmina sérica bovina (BSA; Roche) de rango 0.01 mg/ml-2 mg/ml.  
5.2. Electroforesis y transferencia 
Las proteínas se separaron en función de su peso molecular mediante 
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Para ello, se mezclaron 30 μg de 
proteína con el volumen adecuado de tampón de carga (Tris 50mM pH6.8, 
glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v), 0.005% azul de 
bromofenol (p/v)) y se incubaron a 98°C durante 5 minutos. 
Una vez desnaturalizadas, las muestras se cargaron en geles comerciales en 
gradiente de poliacrilamida del 4-15% (CriterionTM XT precast gel, Bio-Rad) y 
se sometieron a electroforesis utilizando el sistema Criterion Precast Gel 
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System (Bio-Rad) en un tampón compuesto por Tris 25 mM, glicina 200 mM y 
SDS al 0.1% (p/v) de pH 8,3. Así mismo, se utilizó un marcador de peso 
molecular (Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color, Bio-Rad). 
Una vez realizada la electroforesis, las proteínas presentes en el gel se 
transfirieron en seco a membranas de PVDF (difluoruro de polivinildeno) 
utilizando el sistema Trans-Blot® Turbo Transfer System de Dry Blotting 
System (Bio-Rad) durante 20 minutos a 25 V (2.5 A). 
5.3. Inmunodetección 
Para la inmunodetección, en primer lugar se bloquearon las uniones 
inespecíficas con una solución de bloqueo de leche desnatada al 5% en TBS-
Tween (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.1%, pH 7.5) durante 45 
minutos en agitación suave a temperatura ambiente. Después se realizaron 3 
lavados de 5 minutos con TBS-Tween, para a continuación incubar durante 
toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios diluidos en BSA al 5% en 
TBS-Tween, dirigidos contra las proteínas especificadas en la Tabla 4. 
Tabla 4: Lista de anticuerpos primarios empleados para western blot .  
Anticuerpos primarios 
Diana PM (KDa) Origen Dilución Casa comercial 
pAkt 
tAkt 
62 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
CDH1 135 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
CDH2 140 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
pEGFR 
tEGFR 
175 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
pERK 
tERK 
42/44 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
NAMPT 52 Policlonal de conejo 1:1000 Sigma Aldrich 
NNMT 28 Policlonal de conejo 1:1000 Sigma Aldrich 
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pS6 
tS6 
32 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
Snail 29 Policlonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
ß actina 45 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
Vimentina 57 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
Vinculina 124 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
Zeb1 200 Monoclonal de conejo 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 
Zeb2 157 Monoclonal de ratón 1:1000 
Santa Cruz 
Biotechnology 
 
Tabla 5: Lista de anticuerpos secundarios empleados para western blot.  
Anticuerpos secundarios 
Diana Conjugado Dilución Casa comercial 
Anti Conejo IgG HRP 1:1000 Cell Signaling Technology 
Anti Ratón IgG HRP 1:1000 Cell Signaling Technology 
Para detectar la proteína, tras 3 lavados de 5 minutos con TBS-Tween, las 
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 
(mostrados en la Tabla 5) conjugado a la peroxidasa de rábano picante 
(HRP). 
Por último, tras lavar 3 veces durante 5 minutos en agitación fuerte con TBS-
Tween para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, las membranas se 
incubaron con el reactivo comercial ECL (Pierce, Thermo Scientific), que 
permite la detección por quimioluminiscencia de los anticuerpos conjugados 
con peroxidasa. El luminol del ECL, en presencia de peróxido de hidrógeno, 
se transforma por la HRP aun dianión excitado el cual emite luz al volver al 
estado fundamental. Esta luz fue captada por una cámara de 
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quimioluminiscencia. En nuestro caso utilizamos el sistema ChemiDocTM XRS+ 
de Bio-Rad. La señal obtenida se analizó mediante densitometría utilizando el 
software Image Lab 2.0.1 (BioRad). 
6. Análisis transcriptómico 
El ARN total de todas las muestras se obtuvo mediante el protocolo de 
extracción con fenol-cloroformo-isoamil alcohol. En primer lugar, se añadió 1 
ml de trizol (TRI Reagent®, Sigma Aldrich) y se guardaron las muestras a -
80ºC. Una vez almacenadas todas las muestras se procesaron a la vez. Se 
añadió 0.2 ml de cloroformo, se agitaron y tras una incubación de 2-5 minutos 
a temperatura ambiente, se centrifugaron a 12.000 g durante 15 minutos a 
4ºC. Esta centrifugación permite separar 3 fases: una fase inferior orgánica 
roja (proteínas), una interfase blanca (ADN) y una fase acuosa transparente 
en la parte superior (ARN). Esta fase se transfirió a un microtubo libre de 
RNasas limpio y se le añadió 0.5 ml de isopropanol, se mezcló y se volvió a 
centrifugar 15 minutos a 12000 g a 4ºC para precipitar el ARN que queda en 
forma de pellet al fondo del tubo. El sobrenadante se elimina y se lava el 
pellet de RNA con 1 ml de etanol 75%. Se vortea y se centrifuga a 7.500 g 
durante 5 minutos a 4ºC. Se vuelve a eliminar el sobrenadante y se deja secar 
el pellet de ARN. Cuando está seco el ARN se solubiliza con ~20 µl de agua 
libre de RNasas. Las muestras se cuantificaron con el espectrofotómetro 
NanoDrop Lite (Thermo Scientific). 
6.1. Análisis de expresión mediante microarrays 
El ARN total obtenido de cada una de las muestras fue sometido a 
retrotranscripción (RT) y transformado en ADN complementario (ADNc) 
empleando el One-Cycle cDNA Synthesis kit de Affymetrix (Affymetrix Inc), 
siguiendo el protocolo recomendado por fabricante. A partir de este cDNA se 
obtuvo ARN complementario (ARNc) mediante una reacción de transcripción 
in vitro (IVT) con nucleótidos biotinados mediante el IVT Labeling kit de 
Affymetrix, el cual una vez purificado con el GeneChip Sample Cleanup 
Module fue fragmentado antes de la hibridación con el microarray Human 
Genome U133A 2.0 (Affymetrix), que contiene alrededor de 500.000 sondas 
para estudiar los niveles de expresión de 18.400 tránscritos, incluyendo 
14.500 genes conocidos. Después de la hibridación y los lavados 
correspondientes, los microarrays se incubaron con un conjugado de 
estreptavidina-ficoeritrina (Molecular Probes). Una vez terminada la reacción, 
los microarrays fueron analizados con un escáner de fluorescencia Affymetrix 
GeneChip Scanner. Después, los valores de intensidad en bruto para cada 
sonda contenidos en los archivos CEL fueron procesados y normalizados 
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mediante el método RMA (Robust Multiarray Average), anotados y 
colapsados a nivel de Gene Symbol, y procesados en los análisis de 
expresión diferencial y la integración con los datos proteómicos y 
epigenéticos que se describen a continuación. 
6.2. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 
El análisis de enriquecimiento de firmas génicas (GSEA) es un tipo análisis 
funcional de genes que hace referencia a la anotación y análisis estadístico 
especial de listas de genes para identificar aquellas anotaciones funcionales 
con las que los genes analizados están significativamente relacionados. Esta 
metodología tiene como principal ventaja, comparada con un análisis de 
expresión diferencial tradicional (utilizando genes a nivel individual), que 
proporciona una imagen más global de los procesos que han sido alterados 
entre los grupos experimentales objeto de estudio.  
Así, el GSEA examina si un conjunto de genes, transcritos o proteínas, 
normalmente pertenecientes a una misma vía molecular (p.e., genes de la 
ruta WNT), una misma localización celular (p.e., genes de matriz extracelular 
anotados por KEGG), una función biológica (p.e., un término de Gene 
Ontology o GO) o una firma transcripcional experimental (p.e., los genes 
sobreexpresados o reprimidos durante la EMT, el tratamiento con TGFß1, o 
genes que correlacionan con un determinado fenotipo o variable clínica) se 
encuentran diferencialmente enriquecidos entre dos o más grupos.  
Las firmas utilizadas en este estudio están disponibles en la Mollecular 
Signatures Database (MSigDB, software.broadinstitute.org/gsea/msigdb) 
ordenadas por categorías (genes de rutas KEGG o Biocarta, dianas 
transcripcionales de factores de transcripción o microARNs, términos GO, o 
firmas transcripcionales asociadas a perturbaciones químicas o genéticas). 
En nuestro caso, seleccionamos una colección de firmas relacionadas con 
TGFß1, EMT, metástasis, supervivencia, cáncer indiferenciado, transiciones 
embrionarias y rutas de señalización. 
En el GSEA primero se calcula cuál es la correlación del conjunto de genes 
(N) de la firma que se está analizando en relación con los valores de 
expresión génica, ordenándolos en función de un estadístico (t-test, 
Signal2noise). Después, se calcula el nivel de enriquecimiento del conjunto 
de genes de la firma dentro de la lista completa de genes contenidos en el 
microarray. Este enriquecimiento (score) será mayor cuantos más genes del 
conjunto (N) analizado estén en los extremos de la lista ordenada. Por último, 
se compara el nivel de enriquecimiento encontrado en la firma de genes 
objeto de estudio con los enriquecimientos obtenidos para firmas de genes 
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del mismo tamaño elegidos al azar, y se analiza si existe una diferencia 
estadísticamente significativa mediante un test de Kolmogorov-Smirnov y un 
ajuste de multiple testing por False Discovery Rate (FDR) mediante el método 
de Bonferroni (Subramanian, Tamayo et al. 2005). 
6.3. Análisis de la meti lación de promotores 
mediante microarrays 
Para estudiar los niveles de metilación del ADN a nivel global utilizamos el 
microarray Infinium 450K de Illumina, que interroga el estado de metilación de 
más de 450.000 CpGs a lo largo de todo el genoma y que cubre el 99% de 
los genes anotados en la base de datos NCBI (RefSeq) en todas sus regiones 
(5'UTR, promotor, cuerpo génico y 3'UTR). En relación a su posición respecto 
a las islas CpG, los loci se clasifican en tres categorías: i) loci localizados en 
el interior de una isla CpG, marcados como Island; ii) loci localizados a 
<2.000 pb de una isla CpG, marcados como Shores; y iii) loci situados a más 
de 2.000 pb de cualquier isla CpG, y marcados como distant. En relación a 
su posición respecto de genes anotados, las sondas se clasifican en: i) 
dentro del promotor (TSS1500/TSS200), si se localizan en una región entre 
1.500 pb upstream y el inicio de transcripción; ii) en la región 5'UTR; iii) en el 
interior del gen, o body; iv) en la región 3'UTR; y v) o en regiones 
intergénicas.  
El ADN fue extraído de las líneas celulares con columnas de purificación y 
reactivos del DNeasy blood & tissue kit de Qiagen siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Después, 1 μg de ADN diluido a una concentración de 100 
ng/μl fue sometido a un control de integridad mediante electroforesis en gel 
de agarosa al 1,3% y de concentración exacta del ADN de doble cadena con 
el kit Quant-iT PicoGreen (Invitrogen) y cuantificación por fluorimetría con el 
Qubit 2.0 (Invitrogen). A continuación, se aplicó el protocolo de conversión 
del bisulfito, que desamina las solo aquellas citosinas que no están metiladas 
convirtiéndolas en uracilos, de manera que las 5-metilcitosinas están 
protegidas y serán copiadas secuenciadas como citosinas, mientras que los 
uracilos de las secuencias no metiladas serán detectadas como timinas. La 
purificación y posterior hibridación en el microarray 450K y la lectura en el 
HiScanSQ se llevó a cabo siguiendo las instrucciones de Illumina. Los datos 
crudos de intensidad de fluorescencia fueron normalizados empleando el 
programa Genome Studio (Illumina), empleando normalización por controles. 
Las intensidades normalizadas se emplearon para calcular los valores de 
metilación del ADN (Valores beta, β-val). Asimismo, el software permite 
realizar análisis de metilación diferencial, devolviendo la significancia 
estadística de las comparaciones (DiffScore) y la diferencia media de 
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metilación (Delta beta) entre los grupos comparados (en nuestro caso línea 
ITQ-sensible versus ITQ-resistente), resultados que fueron incorporados al 
análisis integrativo. 
7. Análisis proteómico 
La proteómica basada en espectrometría de masas (MS) ha emergido como 
una potente herramienta de investigación. En este trabajo se ha empleado la 
técnica adquisición secuencial de ventana de todo el espectro de masas 
teórico (SWATH) en la que una adquisición independiente de los datos se 
acopla a una librería de péptidos. Así se permite una cuantificación sin 
marcaje en una manera similar al MRM (multiple reaction monitoring) que 
tiene mejor precisión en la cuantificación. En el método SWATH los datos se 
adquieren mediante la circulación repetida a través de ventanas secuenciales 
predefinidas en todo el rango de elución cromatográfico generando una 
captura completa de todos los analitos de la muestra, permitiendo así la 
cuantificación de un gran número de proteínas dentro de una muestra 
compleja (Sidoli, Lin et al. 2015). 
7.1. Construcción de la biblioteca de péptidos 
Las muestras analizadas en un experimento de SWATH son enfrentadas a 
una biblioteca de proteínas para su identificación, para lo cual generamos 
una biblioteca propia de proteínas presentes en la transición epitelial-
mesenquimal de líneas sensibles y resistentes a ITQs en nuestros modelos de 
AC de pulmón EGFR mutado. 
7.1.1.  Procesado de la muestra 
Para ello 20 µg de una mezcla de las líneas epiteliales (HCC4006, H1975 y 
HCC827) y mesenquimales (HCC4006-GeR, H1975-CLR y HCC827-ER23) se 
cargaron en un gel de acrilamida al 10% y se dejó que se resolvieran un par 
de centímetros. El gel se tiñó (20% metanol, 10% ácido acético, 0,1% azul 
comassie, 69,9% agua) y el carril se cortó en 5 bandas que fueron 
procesadas del mismo modo. Las bandas se digirieron cada una con 500 ng 
de tripsina de calidad de secuenciado (Promega) a 37ºC durante 16 horas. 
La digestión con tripsina se detuvo con ácido trifluoroacético (TFA) 10% y se 
separó el sobrenadante. Las bandas de gel fueron deshidratadas con 
acetonitrilo (ACN). Las nuevas soluciones peptídicas se combinaron con el 
correspondiente sobrenadante. Las mezclas de péptidos se secaron en un 
speed vacuum y se resuspendieron en ACN 2%; TFA 0.1% en un volumen 
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final de 25 µl. Las muestras se diluyeron 1:2 antes de la inyección con ACN 
2% y TFA 0.1%. 
7.1.2.  Análisis LC-MS/MS de la bibl ioteca de péptidos 
Se cargaron 5 µl de cada muestra en una pre-columna de acondicionamiento 
(Nano LC Column, 3 µ C18-CL, 75 µmx15cm; Eksigen) y se eliminaron las 
sales con TFA 0.1% 5 minutos a 3 µl/min. Los péptidos se cargaron en una 
columna analítica (LC Column, 3 µ C18-CL, 75 µmx12 cm, Nikkyo) equilibrada 
en ACN 5%, ácido fórmico (AF) 0.1%. La elución peptídica fue en gradiente 
lineal de 5 a 35% de B en 90 minutos (A: AF 0.1%; B: ACN, FA 0.1%) a un 
flujo de 300 nl/min. Los péptidos se analizaron en un espectrómetro nanoESI 
qTOF (5600 TripleTOF, AB Sciex). 
El tripleTOF funcionó en un modo de adquisición dependiente de información, 
en el que se realizó un barrido de 250 ms TOF MS de 350-1250 m/z, seguido 
de un escaneado de los productos iónicos de 150 ms de 350-1500 m/z en los 
25 iones más cargados de 2 a 5. Las ecuaciones de energías de colisión 
fueron para todos los iones +2. 
7.1.3.  Identif icación de proteínas 
Para evitar usar el mismo espectro para más de una proteína, las proteínas 
identificadas se agruparon basándose en su espectro MS/MS por el algoritmo 
Protein-Pilot Progroup. Así, proteínas que comparten el espectro MS/MS se 
agrupan, independientemente de su secuencia asignada. La proteína dentro 
de cada grupo que puede explicar más información del espectro con 
confianza es la que se considera como la proteína primaria del grupo. Sólo 
las proteínas del grupo para las cuales hay bastantes evidencias individuales 
(péptidos únicos con suficiente confianza) también se muestran, normalmente 
hacia el final de la lista de proteínas. Se identificaron así 2834 proteínas con 
un FDR (False discovery rate, tasa de descubrimiento de falsos positivos) del 
1%. 
7.2. Análisis SWATH de muestras individuales 
Para la identificación de las proteínas en las muestras individuales, se 
cargaron 25 µg de las diferentes líneas celulares a estudiar por triplicado en 
geles de acrilamida al 10% y se dejaron resolver parcialmente. Las muestras 
se digirieron con tripsina del mismo modo que las muestras para la 
elaboración de la biblioteca (apartado 7.1).  
A continuación, se llevó a cabo un análisis SWATH LC-MS/MS en el que se 
cargaron 5 µl de cada muestra en una columna de acondicionamiento 
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(NanoLC Column, 3 µ C18-CL, 75 µmx15cm, Eksigen) y se eliminaron las 
sales con TFA 0.1% a 3 µl/minuto durante 5 minutos. Los péptidos se 
cargaron en una columna analítica (LC Column, 3 µ C18-CL, 75 µmx12 cm, 
Nikkyo) equilibrada en ACN 5%, AF 0.1%. La elución peptídica se realizó con 
un gradiente linear de 5 a 40% de B en 90 minutos (A: AF 0,1%, B: ACN, AF 
0.1%) a un flujo de 300 nl/min. Se analizaron los péptidos en un 
espectrómetro de masas nanoESI qTOF (5600 TripleTOF, AB Sciex). 
El tripleTOF funcionaba en modo SWATH, en el que se realizaba un 
escaneado de 0.050-s TOF MS desde 350-1250 m/z, seguido de un 
escaneado del producto iónico de 0.080 seg desde 400-1000 m/z en las 37 
ventanas definidas (de 15 Da de anchura). El tiempo total del ciclo fueron 
3.02 seg. Los datos obtenidos fueron analizados con el software Peak View 
2.1 (Sciex) (Figura 23). 
 
Figura 23: Esquema del proceso de trabajo en modo SWATH LC-MS/MS 
para nuestro análisis proteómico de muestras de AC. 
 
8. Estudios de transducción génica con 
construcciones lentivirales 
Los vectores lentivirales son sistemas capaces de introducir genes o ARN de 
interferencia (ARNi), en líneas celulares con gran eficiencia. Los vectores 
lentivirales se unen a las células diana a través de proteínas de la envuelta 
que pemiten la liberación del ARN que contiene la construcción de interés. 
Mediante una transcriptasa reversa este ARN es retro-transcrito a ADN 
complementario. El complejo entra en el núcleo y el ADN de interés se integra 
en el genoma de la célula diana; siendo, por tanto, una integración estable 
que es capaz de pasar a las células hijas en cada división celular. En nuestro 
caso, utilizamos estos vehículos para inducir la expresión de las proteínas 
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NNMT y NAMPT, y reprimir mediante secuencias de shRNA la expresión de 
NNMT y CDH1. 
El protocolo de producción consta de varios pasos que se dividen en dos 
fases, la primera de producción de partículas virales y una segunda de 
transducción viral.  
8.1. Producción de partículas virales 
Se empleó un sistema de construcciones lentivirales de segunda generación. 
En primer lugar, el gen de la envoltura (env) viene codificado en un plásmido 
VSV-G y, además, en los plásmidos de empaquetamiento, para evitar la 
generación de virus competentes, se eliminan genes accesorios (vif, vpr, vpu 
y nef) reduciendo sólo a los genes gag, pol, tat y rev del VIH-1. En este 
sistema las partículas virales son producidas por la co-transfección de tres 
plásmidos en las células productoras. 
Para ello los reactivos de la Tabla 6 se combinaron en un microtubo estéril de 
polipropileno y se incubaron 20-30 minutos:  
Tabla 6: Lista de los reactivos empleados para la formación de part ículas 
lentivirales. 
 
Para petri 6 cm2 
Optimem Hasta 200 μl 
Plásmido 4 μg 
Plásmido R8.2 4 μg 
Plásmido VSV-G 0.5 μg 
TransIT-LT1 24 μl 
 
Las secuencias pLKO.1 de silenciamiento de NNMT y CDH1 se muestran en 
la Tabla 7. 
Mientras tanto se tripsinizaron células HEK 2973 LTV y se resuspendieron un 
medio de transfección (DMEM +10% SBF sin antibióticos) y se sembró 1x106 
células en placas de alta adherencia tratadas con colágeno I BIOCOAT Cell 
Environments (Beckton and Dickinson). Al terminar la incubación, se añadió la 
mezcla gota a gota sobre las células productoras y se movió ligeramente 
para una correcta distribución. 
Tras 24 horas post transfección se cambió el medio por un medio de 
producción viral (DMEM, 10% SBF y BSA al 1%). A las 72 horas de este 
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cambio de medio se recogieron las partículas virales. El sobrenadante se 
centrifugó 3 minutos a 400g y se filtró con un filtro de 0.45 μm para eliminar 
restos de células productoras.  
Tabla 7: Secuencias de los dist intos plásmidos pLKO.1 de si lenciamiento 
de NNMT y CDH1 empleados. 
 Id Clon Secuencia diana Origen 
NNMT TRCN0000035225 
GTGACCTATGTGTGT
GATCTT Sigma Aldrich 
NNMT TRCN0000035226 
CCTCTCTGCTTGTGA
ATCCTT Sigma Aldrich 
NNMT TRCN0000035227 
ACCCTCGGGATTACC
TAGAAA Sigma Aldrich 
NNMT TRCN0000035228 
TGGCTACACAATCGA
ATGGTT Sigma Aldrich 
CDH1 TRCN0000039664 
CCAGTGAACAACGAT
GGCATT Sigma Aldrich 
 
8.1.1.  Protocolo de clonaje con el sistema Gateway  
El sistema Gateway (ThermoFisher) es un sistema de dos pasos para insertar 
el gen de interés dentro de un vector para la infección de las células de 
interés. Primero se clona dentro de un vector de entrada y luego éste se 
subclona dentro del vector final de destino. En el primer paso, el gen de 
interés (NNMT y NAMPT en nuestro caso) está flanqueado de unas 
secuencias de clonaje (attB) y se hace reaccionar durante 16h con un vector 
donante (pDONR221) con el enzima BP Clonasa II (reacción BP). El producto 
de esta reacción se transforma en bacterias E.coli OneShotStabl3 
(Invitrogen). Al día siguiente se pican colonias para que crezcan y se pueda 
extraer por lo menos 1 µg de ADN. Después de comprobar, mediante los 
enzimas de restricción adecuados, que la secuencia clonada no tiene fallos, 
se lleva a cabo la reacción LR. En este segundo paso el producto de la 
reacción BP (el nombre completo sería pENTR221-NNMT o pENTR221-
NAMPT) con el vector destino (pLX304 que incluye una etiqueta V5 C-terminal 
para mejor control de la infección). Del mismo modo, el producto LR se 
transforma en bacterias y tras asegurar que el clon está correctamente se 
puede usar en la transducción. El nombre completo de los vectores de 
expresión, es: pEXP304-NNMT/V5 y pEXP304-NAMPT/V5 (Tabla 8 y Figura 
25). 
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Tabla 8: Tamaños de las secuencias insertadas dentro del vector 
pLX304. 
Gen  Tamaño del cDNA Origen 
NNMT 8535 pb DNASU 
NAMPT 9216 pb DNASU 
 
 
	
Figura 24: Esquema del sistema de clonaje Gateway. 
Los apartados 1 y 2 hacen referencia a los sustratos (1) y productos (2) de la reacción 
BP donde se clona el gen de interés en un vector de entrada. La segunda parte del 
sistema es el clonaje del vector de entrada en el vector destino (3) mediante la 
reacción LR para generar finalmente el vector de expresión (4). 
8.2. Infección de las células diana 
Las células diana (aquellas en las que se desea sobreexpresar o silenciar un 
gen) fueron sometidas a dos rondas consecutivas de infección viral. Para ello, 
se añadió polibreno, a una concentración final de 10 μg/ml, al medio con las 
partículas virales para favorecer la infección, y la mezcla se adicionó al medio 
de cultivo de las células. Al día siguiente, se retiró este medio y se añadió 
medio fresco con nuevos virus. Tras 24 horas, se remplazó este medio con 
virus por medio completo con antibiótico de selección. La selección es 
completa cuando las células control del antibiótico (sin infectar y por tanto sin 
gen de resistencia) mueren totalmente y las células infectadas crecen de 
  80 
forma normal. Para comprobar que la infección se había dado correctamente, 
se extrajeron proteínas para confirmación de los niveles de proteínas por 
western blot.  
 
Figura 25: Esquema del plásmido de expresión pEXP304 NNMT/V5 (A) y 
pEXP304 NAMPT (B). 
 
9. Análisis de expresión de marcadores de 
membrana celular por citometría de flujo 
Para la detección del inmunofenotipo mediante citometría de flujo se utiliza la 
interacción específica entre un antígeno y un anticuerpo específico contra 
éste.  
Se sembraron 0.5x106 células en placa Petri de 6 cm y cuando se 
encontraban al 70-80% de confluencia se procedió al marcaje. Para 
preservar intactas las proteínas de membrana, en lugar de tripsina se empleó 
el tampón de disociación no enzimático Cell Dissociation Buffer 
(ThermoFisher).  
A continuación, se añadió el correspondiente anticuerpo conjugado al 
fluorocromo (anti- Ecadherina-FITC, de eBioscience y se incubó 15-30 
minutos en hielo y oscuridad en PBS con un 10% de SBF (PF10). Después de 
la incubación se eliminó el excedente de anticuerpo que no se había unido a 
su antígeno. Para ello, se centrifugó la muestra y se lavó con PF10, se volvió a 
centrifugar y por último se resuspendió la muestra en 500 μl de PF10. Para 
medir la viabilidad de la muestra se utilizó el fluorocromo vital 7- Actinomicina 
D (7-AAD) a una concentración de 1 μg/ml. 
Expression Clone/PLX304 seq W FEATURES/pDONR223/PCR Product of NAMPT
9216 bp
Blasticidin R Ampicillin R
LAC
M13Fwd(-40)
SV40 pA
V5NAMPT
CMV Promoter
EcoRI (6883)
Sma I (7096)
XmaI (7094)
Pst I (6869)
Pst I (6875)
ApaLI (309)
ApaLI (2275)
ApaLI (3521)
Ava I (5944)
Ava I (7084)
Ava I (7094) NcoI (1273)
NcoI (6467)
NcoI (7457) HindIII (890)
HindIII (4240)
HindIII (4552)
HindIII (5108)
HindIII (5692)
9216 pb
A B
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Para comprobar que los espectros de emisión de los fluorocromos no se 
solapaban, siempre se empleaban controles sin ningún anticuerpo (blanco) y 
con los fluorocromos individuales. Se realizó el análisis de la fluorescencia 
utilizando un citómetro de flujo BD LSRFortessa (BD Bioscience). El software 
utilizado para el análisis fue el FlowJo (Becton Dickinson ®). 
10. Inmunofluorescencia 
Las técnicas inmunocitoquímicas son de gran utilidad para determinar la 
localización subcelular de los antígenos mediante el uso de anticuerpos 
altamente sensibles y de gran especificidad.  
Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron siguiendo el siguiente 
protocolo. Se sembraron 0.85 x106 células sobre cubreobjetos de 12 mm de 
diámetro en placa de 24 pocillos. Tras 24 horas post siembra y habiendo 
alcanzado un 80% de confluencia, las células se fijaron 30 minutos a 
temperatura ambiente con paraformaldehído al 4%. A continuación, se 
permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% durante 2 minutos, para 
inmediatamente bloquear las uniones inespecíficas con un tampón de 
bloqueo (SBF al 5%, 1% de BSA y 0.3% de Triton X-100). Los anticuerpos 
primarios se incubaron durante toda la noche en una cámara húmeda (Tabla 
9). Tras la incubación se lavaron las muestras con un tampón (0.25% BSA y 
0.1 Triton X-100). A continuación el anticuerpo secundario conjugado al 
fluorocromo se diluyó 1:1000 en el tampón anterior e incubó durante 1 hora a 
temperatura ambiente en oscuridad (Tabla 10). Para el marcaje de los 
núcleos, se incubaron las muestras 5 minutos con Hoechst 33342 (Molecular 
Probes®, Life Technologies). Por último, los cubreobjetos se montaron en 
portaobjetos con medio de montaje (Prolong Gold Antifade Mountant, 
ThermoFisher Scientific).  
Tabla 9: Lista de anticuerpos primarios empleados en 
inmunofluorescencia. 
Anticuerpos primarios 
Diana Origen Dilución 
Casa 
comercial 
CDH1 Policlonal de cabra 1:20 R&D Systems 
NNMT Policlonal de conejo 1:75 Sigma Aldrich 
Vimentina Monoclonal de ratón 1:100 Sigma Aldrich 
 
  82 
Tabla 10: Lista de anticuerpos secundarios empleados en 
inmunofluorescencia. 
Anticuerpos secundarios 
Diana Ex/Em Casa comercial 
Anti IgG de conejo- Alexa Fluor® 
488  488/519 
Molecular Probes, Life 
Technologies 
Anti IgG de ratón- Alexa Fluor® 633 633/647 Molecular Probes, Life Technologies 
Anti IgG de cabra- Alexa Fluor® 546 556/573 Molecular Probes, Life Technologies 
 
Una vez secas las preparaciones fueron visualizadas por microscopía 
confocal (Olympus FV1000). Se obtuvieron imágenes con un objetivo 40x de 
aceite utilizando los siguientes láser: 405 nm para el Hoechst 33342, 488 nm 
para el Alexa Fluor 488, 559 nm para el Alexa 546 y 635 nm para el Alexa 
633. 
11. Determinación de los niveles de TGFß1 
El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFß1) es una proteína 
homodimérica de 25 kDa perteneciente a la familia de las citoquinas. Está 
involucrado en multitud de funciones celulares como el crecimiento, 
proliferación celular, diferenciación y apoptosis. El TGFß1 es la principal 
fuerza promotora del programa EMT, que en la fisiopatología del cáncer se 
relaciona con la motilidad, invasión, resistencia a fármacos y la aparición de 
células madre tumorales (CSC). 
Para medir los niveles de TGFß1 en nuestras líneas celulares empleamos el 
kit Quantikine Elisa Human TGFß1 Immunoassay de R&D Systems. Los 
ensayos ELISA (ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas) son una 
técnica de inmunoensayo donde un anticuerpo primario que reconoce a un 
antígeno (aquel que se pretende cuantificar) es reconocido por un anticuerpo 
secundario unido a un enzima capaz de generar un producto detectable, 
mediante espectrofotometría. 
Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a razón de 0.2x106 células 
por pocillo por triplicado, y tras 24 horas se realizó un cambio de medio sin 
suero bovino fetal (BSA 20% en RPMI libre). Una vez transcurridas 72 horas 
post cambio de medio, se recogió el sobrenadante y se congeló a -80ºC y se 
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contó el número de células para poder relativizar la cantidad de TGFß1 al 
número de células. Una vez recogidas todas las muestras se procedió a 
activar el TGFß1 latente para que fuera inmunorreactivo mediante la adición 
de 20 μl de HCl 1N y la neutralización con 20 μl de NaOH 1.2N/HEPES 0.5 M. 
Después, las muestras se añadieron a la placa que tiene el anticuerpo frente 
TGFß1 y tras la incubación se añadió el segundo anticuerpo conjugado al 
enzima que produjo un cambio de color de azul amarillo, cuantificable con 
una lectura de la absorbancia a 450 nm en Multiskan spectrum (Thermo 
Scientific), con una corrección de la longitud de onda a 540 nm. Los valores 
se restaron a las cantidades del medio control, se integraron en los valores 
de la recta patrón y se multiplicaron por 1.4 para ajustar la dilución inicial de 
la muestra. 
12. Estudios de migración celular 
Los estudios de migración son ensayos en los que al generar una herida en la 
monocapa, las células en el nuevo borde van a migrar hacia la apertura para 
cerrarla hasta que llegar a formar nuevos contactos célula-célula. 
Para estos ensayos se sembraron las células en placas de 6 pocillos en alta 
densidad (0.4x106 células por pocillo). Tras 24 horas, con los pocillos ya 
confluentes, se realizaron 4 incisiones en la placa con puntas estériles en 
cada pocillo asemejando un cuadrado. Para eliminar las células despegadas 
se renovó el medio y añadieron 0.02 mg/ml de mitomicina C (Sigma-Aldrich). 
Así se bloquea la mitosis y si se ha conseguido cerrar la herida hecha en la 
placa será debido a la migración de las células. 
Se tomaron fotos de la herida inmediatamente (tiempo 0) y 24 horas después 
para ver la evolución de la misma. Las imágenes se solaparon en ImageJ 
(NIH) para poder cuantificar la superficie cerrada por la migración de las 
células. 
13. Estudio clonogénico o de formación de colonias 
Los ensayos de formación de colonias son un método habitual para evaluar el 
efecto de agentes citotóxicos. Este ensayo in vitro se basa en la capacidad 
de una célula aislada de crecer formando una colonia, entendiendo como tal 
un grupo de por lo menos 50 células. Así, lo que se evalúa es la viabilidad 
reproductiva de cada una de las células de la población (Franken, 
Rodermond et al. 2006). 
Las células se siembran a muy baja densidad (5x103 células por pocillo) en 
placas de 6 pocillos y 24 horas post-siembra se cambió el medio del pocillo 
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con los fármacos, solas o en combinación, a probar. Cada 3 días se cambia 
el medio por medio fresco. El ensayo duró entre 7-10 días, dependiendo de la 
línea celular. Pasado este tiempo, las células se fijaron con paraformaldehído 
al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente y se tiñeron con cristal 
violeta 0,4% (v/v) durante 30 minutos. Por último, las placas se lavaron con 
agua corriente y una vez secas se digitalizaron. 
14. Análisis de la muerte celular por citometría de 
flujo 
La anexina V es una proteína que, en presencia de calcio, se une 
específicamente a la fosfatidilserina (PS), un fosfolípido de membrana. La PS 
se encuentra normalmente en la cara interna de la membrana plasmática, 
pero en las primeras fases de la apoptosis se transloca a la cara externa. En 
este momento la PS queda expuesta y se puede unir a la anexina V. Junto 
con la anexina V se utiliza el ioduro de propidio (IP) un fluorocromo que se 
intercala en el ADN pero que es impermeable a las membranas plasmáticas 
por lo que sólo se tiñen células en necrosis o células apoptóticas tardías 
cuando se altera la permeabilidad celular (si se une también la anexina V) 
(Figura 26). 
Figura 26: Tipos de muerte celular en función de los marcajes con 
anexina V y ioduro de propidio. 
 
Se sembraron las células a razón de 0.2x106 células en placas de 6 pocillos. 
Transcurridas 24 horas post siembra, se cañadió medio nuevo con los 
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fármacos correspondientes y 72 horas después se procedió a a la recogida 
de las muestras, juntando los sobrenadantes de los pocillos con las células 
muertas y las células tripsinizadas correspondientes. A continuación, 0.1x106 
células por muestra se incubaron en 100 μl de tampón de unión de anexina 
(10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, pH 7.4) junto con 5 μl de 
anexina V conjugada a FITC (Invitrogen) y 1 μl de IP 100 μg/ml 15 minutos a 
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se añadieron 400 μl del tampón 
de unión de anexina y se mantuvieron en hielo hasta que se analizaron en un 
citómetro BD LSRFortessa (BD Bioscience). Se utilizó un láser azul (excitación 
488 nm) para la detección de la anexina V-FITC y un láser verde (excitación 
545 nm) para el IP. El software utilizado para el análisis fue el FlowJo (Becton 
Dickinson ®). 
15. Análisis metabolómicos 
La metabolómica mide los últimos productos de la “cascada ómica”, dando 
información que no se puede obtener de otras disciplinas “ómicas” como la 
genómica, transcriptómica o la proteómica. Los metabolitos son los 
intermediarios de las reacciones bioquímicas y por lo tanto sus niveles 
resultan de la integración de la transcripción, traducción, modificaciones 
transcripcionales y efectos alostéricos, resultando en un efecto integrativo 
entre las capacidades del sistema y sus interacciones con el ambiente. El 
foco de la metabolómica es el último paso de la información de la cascada, 
amplificando e integrando las señales de los niveles superiores de regulación 
(Villas-Bôas, Mas et al. 2005) (Figura 27).  
 
Figura 27: Representación de la “cascada ómica” junto con la estimación 
de los componentes de cada nivel.  
mRNA!
ADN!
Proteína!
Metabolitos!
Fenotipo!
La “cascada ómica"
Lo que puede ocurrir
Lo que parece estar ocurriendo
Lo que hace que ocurra
Lo que  ha ocurrido y está ocurriendo
Genómica!
~20.000 genes!
Transcriptómica!
~100.000 transcritos!
Proteómica!
~1.000.000 proteínas!
Metabolómica!
~2.000-40.000 metabolitos!
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En este estudio hemos utilizado un abordaje metabolómico dirigido a la 
cuantificación precisa de los metabolitos que pertenecen al ciclo de la 
metionina (metionina, S-adenosil-metionina –SAM-, S-adenosil-homocisteína –
SAH-, homocisteína), sus vías complementarias de la transulfuración 
(cistationina, cisteína y glutatión reducido –GSH-), y la síntesis de poliaminas 
(5-metil-tioadenosina, espermidina y espermina), además del metabolismo de 
la nicotinamida (incluyendo la 1-metilnicotinamida -1-MNA-) y el NAD+ (Figura 
51). 
15.1. Procesado de la muestra 
Las muestras biológicas se procesaron de manera diferente dependiendo de 
si procedían de cultivos celulares o suero. Las monocapas de células se 
lavaron con PBS y se congelaron con nitrógeno líquido hasta su análisis 
metabolómico. Para ello, las placas se rascaron con 600 µl de NEM (N-
etilmaleimida) 40 mM en H2O y se realizaron 3 ciclos de congelación-
descongelación para asegurar una correcta lisis celular. A continuación, se 
toma un alícuota de 100 µl a la que se añade 50 µl de NaOH 1.5M para 
valorar la proteína total por Lowry. Para el análisis por HPLC-MS/MS se toma 
una alícuota de 200  µl a la que se añade 750 µl de CH3OH:CHCl3 (9:1) para 
eliminar proteínas y restos celulares tras precipitación y centrifugación a 
2000g 4ºC durante 15min. A continuación, se preparan tres fracciones: i) 
fracción I, se toman 800 µl para detectar los analitos menos concentrados; ii) 
fracción II, obtenida tras un paso previo de dilución (1/20) para los analitos 
más concentrados; y una iii) fracción III, una alícuota para generar un pool de 
todas las muestras a analizar que será usado como control de calidad en el 
análisis metabolómico. Antes de secar, mediante un SpeedVac, se añade a 
todas las fracciones 16  µl de una mezcla de patrones internos (Tabla 11). Por 
último, los pellets se reconstituyen en 80 µl de H2O conteniendo un 0.5% de 
AF (ácido fórmico) y un 0.3% de HFBA (ácido heptafluorobutírico) 
(condiciones iniciales de la fase móvil A). En cuanto al medio y al suero se 
toman 20 µl y 100 µl y se añaden 5 µl y 25 de NEM 40mM respectivamente, 
siguiendo a continuación el procedimiento anterior, con la excepción de que 
en el medio de cultivo la fracción II se diluye 1/10 en lugar de 1/20. 
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Tabla 11: Lista de patrones internos para la detección de metabolitos del 
ciclo de la metionina y relacionados. 
 
2x 2x 
Compuesto Fórmula PM [final] (ppb) [final nM] 
GlySar C5H10N2O3 146.14 100 684.275352 
Glud5 C5H4D5NO4 152.1 100 657.462196 
Metd3 C5H8D3NO2S 152.23 50 328.450371 
Phed5 C9H6D5NO2 170.22 20 117.495006 
Theanine C7H14N2O3 174.2 20 114.810563 
MetilGSH C11H19N3O6S 321.35 50 155.59359 
ValTyrVal C19H29N3O5 379.457 50 131.767236 
MTAd3 C11H12D3N5O3S 300.35 
 
100 
1MNAD3 C7H5D3N2O 267.08 
 
100 
3-aminobenzamida C7H8N2O 136.154 
 
1000 
Cistina6 C6H6N2O4S2D6 246.34 
 
1000 
 
15.1. Análisis mediante UPLC-MS/MS 
El análisis de la muestra se realizó mediante cromatografía líquida de ultra 
resolución acoplada a espectrometría de masas (UPLC-MS/MS). La 
separación por UPLC se llevó a cabo en el sistema Acquity UPLC (Waters, 
Reino Unido) equipado con una columna Acquity UPLC BEH (1.8 μm, 2.1 × 
100 mm; Waters). Las temperaturas de la columna y el autodispensador 
fueron 60ºC y 4ºC respectivamente. El volumen de inyección de la muestra 
fue 5 μl. La composición de las soluciones de elución y lavado fueron: i) 
solvente A: 0.1% AF más 0.3% HFBA en agua; ii) solvente B: 0.1% AF en 
acetonitrilo; iii) WNW y SW: agua:acetonitrilo (90:10, v/v); y iv) SNW: agua 
acetonitrilo (10:90, v/v). El flujo se estableció en 0.3 ml/min. Se llevó a cabo un 
gradiente de 7 minutos de elución del siguiente modo: durante los 2 primeros 
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minutos la composición de elución fue 95% A y 5% de B, que se cambió 
linealmente hasta 5% de A y 95% de B en 1.5 minutos y se mantuvo durante 2 
minutos. Finalmente, se volvieron a las condiciones iniciales y se mantuvieron 
durante 1 minuto para el acondicionamiento de la columna. 
El análisis de MS se realizó en un espectrómetro de masas Waters Xevo TQ-S 
(Waters, Reino Unido) equipado con una fuente ESI operando en positivo 
(ESI+) en un modo MRM. Se aplicó una tensión capilar de 3 kV, una fuente de 
temperatura de 150ºC y una temperatura de desolvatación de 380ºC. Los 
flujos de desolvatación y del cono de gas fueron 800 l/h y 150 l/h 
respectivamente y el gas de colisión fue 0.25 ml/min. Las transiciones, voltaje 
del cono y energías de colisión se determinaron con patrones (Tabla 12). 
Para el manejo del equipo, el procesado de datos se utilizó el programa 
informático MassLynx 4.1 y TargetLynx 4.1 (Waters, Reino Unido).  
Tabla 12: Transiciones, voltajes del cono y energías de colisión para la 
determinación de los patrones. 
Compuesto Ión padre Ión hijo Cono (V) Colisión (V) 
IS_GlySar 147.0 90.1 40 10 
IS_GluD5 153.1 88.1 40 15 
IS_MetD3 153.1 107.1 20 10 
IS_PheD5 171.1 125.1 20 10 
IS_Theanine 175.1 84.0 20 15 
IS_M-GSH 322.1 176.0 40 15 
IS_ValTyrVal 380.2 136.1 40 20 
IS_3Aminobenzamida 137.1 94.0 40 10 
IS_M-NicotinamidaD3 140.1 97.0 60 15 
IS_CístinaD6 247.1 155.0 40 10 
IS_5MTA_D3 301.2 136.0 40 20 
Nicotinamida 123.1 80.1 40 20 
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78.0 40 20 
1-M-Nicotinamida 137.1 94.0 
92.0 
60 
60 
15 
15 
Metionina 150.1 104.1 
133.0 
20 
20 
10 
10 
Cistationina 223.1 88.0 
134.0 
20 
20 
20 
15 
Cisteína (NEM) 247.1 158.0 
201.0 
20 
20 
20 
10 
Homocisteína (NEM) 261.0 55.8 
215.0 
20 
20 
15 
10 
5- MTA 298.2 136.0 
75.0 
40 
40 
30 
20 
SAH 385.1 136.0 
250.0 
20 
20 
20 
10 
SAM 399.1 250.0 
136.0 
20 
20 
10 
30 
GSH (NEM) 433.1 304.1 
201.0 
40 
40 
10 
15 
NAD 664.0 136.0 
524.0 
40 
40 
30 
15 
 
15.2. Procesado de los datos 
Debido a las altas concentraciones de 1-MNA en suero, las muestras se 
diluyeron 1:20. En el caso de las células, se diluyeron 1-MNA, metionina, 
espermidina y espermina también por sus altos niveles. Para el manejo del 
equipo y el procesado de los cromatogramas y los picos se utilizó el 
programa informático MassLynx 4.1 (Waters, Reino Unido). 
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16. Silenciamiento génico mediante siRNA 
Los siRNAs (small interfering RNA o ARNs pequeños de interferencia) son 
secuencias de ARN de doble cadena de entre 19-21 nucleótidos que se une 
por complementariedad de bases al correspondiente ARN mensajero (ARNm) 
y provoca su degradación. 
Las secuencias de siZEB1, siZEB2, siSNAIL, siNAMPT y el siControl fueron 
obtenidas de Santa Cruz Technologies y el protocolo de silenciamiento el 
propuesto para el transfectante TransIT-siQuest (Mirus).  
Se pusieron a punto dos formatos de ensayo: en placa de 6 pocillos para 
poder extraer proteína y valorar el grado de silenciamiento y en placa de 24 
pocillos para ensayos de viabilidad celular. En ambos casos se procedía de 
la siguiente manera: Un día antes de la transfección se sembraron las células 
en medio con SBF pero sin antibióticos a una ratio de 0.1x106 células y 
0.3x106 células por pocillo (placa de 6 y 24 pocillos respectivamente) para 
que se encontraran en crecimiento exponencial y a una confluencia del 70% 
en el momento del experimento. La mezcla de transfección consistía en 
medio sin suero Optimem I (ThermoFisher Scientific), los siRNAs 
correspondientes a una concentración final de 25 nM y el transfectante 
TransIT-siQuest. Las proporciones utilizadas fueron: 
Tabla 13: Reactivos empleados para el si lenciamiento transitorio de 
NNMT. 
Placa 24 pocillos 6 pocillos 
Área (cm2) 1.9 9.6 
Medio completo (ml) 0.5 2.5 
Medio sin SBF (Optimem) (μl) 50 250 
Reactivo TransIT-siQuest (μl) 1.5 7.5 
siRNA (stock 10 μM) (μl) 1.4 6.8 
 
Transcurridas 72 horas tras la adición de la mezcla de silenciamiento, se 
procedió a evaluar el nivel de represión mediante western blot o la muerte 
celular por microscopía de fluorescencia automatizada. 
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17. Estudio de la muerte celular por microscopía de 
fluorescencia automatizada 
El estudio de la muerte celular por apoptosis y necrosis se determinó, 
mediante microscopía automatizada de fluorescencia con el microscopio 
automático IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare Life Sciences) del servicio 
de microscopía del SCSIE de la Universidad de Valencia. Para ello se sometió 
a las células a una triple tinción con anexina V conjugada a FITC (anexina V-
FITC 5X; Abcam), IP (Sigma-Aldrich) y con Hoechst 33342 (Molecular 
Probes®, Life Technologies). 
El procedimiento es similar al el estudio de muerte celular mediante citometría 
de flujo; pero en este caso, además de estudiar el tipo de muerte se puede 
realizar un contaje de las células in situ, sin necesidad de tripsinizar, gracias 
a la detección de núcleos con Hoechst 33342, que es un colorante 
permeable a las membranas plasmáticas que, dado que se une de forma 
específica a los ácidos nucleicos, es un buen marcador de los núcleos 
celulares (Koopman, Reutelingsperger et al. 1994, van Engeland, Nieland et 
al. 1998). 
17.1. Preparación de la muestra 
Una vez transcurridas 72 horas tras la adición del siRNA se procedió a la 
tinción con los fluorocromos. Se añadieron por cada pocillo 250 μl de una 
solución de medio completo con los fluorocromos, de tal modo que las 
concentraciones finales en los pocillos fueron 4 µM de Hoechst 33342, 2 µM 
de IP y Anexina-FITC diluida 1:1400. La mezcla se dejó incubar 15 minutos a 
37ºC en oscuridad y a continuación se procedió a la captura de imágenes 
con el microscopio automático IN Cell Analyzer 2000 (Healthcare 2006). 
17.2. Captura y análisis de imagen 
En el protocolo de captura se configuraron 3 canales diferentes para la 
excitación y captura de las señales de emisión de cada uno de los 
fluorocromos. Para la detección de la anexina V-FITC se utilizó un láser de 
excitación de 488 nm que emitía una señal a 535/45 nm (fluorescencia 
verde). El IP se excitó con un láser de 545 nm y la emisión se recogió a 
635/55 nm (fluorescencia roja). Por último, para el Hoechst 33342 se utilizó un 
láser de excitación de 364 nm y la emisión fue recogida con un filtro de 
450/65 nm (fluorescencia azul). Tras el autoenfoque, se capturaron 60 
campos por pocillo. Durante todo el proceso las placas se mantuvieron a 
37ºC y se utilizó un objetivo Nikon 20X/0.45, Plan Fluor, ELWD. 
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Para el análisis de las imágenes obtenidas se utilizó el INCell Investigator 
Image Analysis Software 1000 Workstation. En un primer momento y para 
eliminar la sensibilidad del análisis se incluyó un filtro excluyente. A través de 
la ratio entre intensidad de la señal del Hoechst 33342 y el área de la señal se 
discriminó la población mayoritaria de células de señales erráticas que no 
fueran núcleos y que se debieran al debris producido especialmente en 
condiciones de estrés de las células, donde los núcleos aparecen muy 
condensados. 
18. Evaluación del potencial de membrana 
mitocondrial 
Las membranas de mitocondrias sanas mantienen un potencial eléctrico 
diferente entre el interior y el exterior del orgánulo, que se conoce como 
potencial de membrana. El éster metílico tetrametilrodamina (TMRM) es un 
fluorocromo permeable que se acumula en las mitocondrias activas con 
potenciales de membrana intactos, siendo la fluorescencia directamente 
proporcional al potencial de membrana. 
Las células se sembraron en placas Petri de 6 cm y 24 horas post-siembra se 
cambió el medio por medio fresco con DAP 5 nM. Tras 72 horas de 
tratamiento, las células se tripsinizaron, levantaron y contaron. Se 
resuspendieron dos tubos con 0,5x106 células por condición en 250 µl de 
PBS y se les añadió el mismo volumen de TMRM 200 nM para que la 
concentración final fuera de 100 nM. Las muestras se incubaron 30 minutos 
en agitación suave (300 rpm) a 37ºC y 5 minutos antes se añadió a uno de los 
duplicados de la muestra el desestabilizador del potencial de membrana 
mitocondrial CCCP (carbonil cianida m-clorofenil hidrazona) como control 
negativo. Las muestras se analizaron en el citómetro de flujo BD LSRFortessa 
(BD Bioscience). El software utilizado para el análisis fue el FlowJo. 
19. Determinación de los niveles de NAD+/NADH 
El nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+ en su forma oxidada, NADH en 
su forma reducida) es esencial para el metabolismo, la transducción de 
señales o algunos procesos epigenéticos.  
Para una cuantificación más rápida y menos costosa que con UPLC-MS/MS 
empleamos el kit de Promega “NAD+/NADH-GloTM Assay” (Figura 28). Este kit 
es un ensayo bioluminiscente para la detección de NAD+ y NADH donde se 
transforma el NAD+ presente en la célula hasta NADH, y este último es 
utilizado por el enzima reductasa para reducir la proluciferina a luciferina. La 
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última de las reacciones consiste en cuantificar la cantidad de luciferina 
mediante la Luciferasa recombinante Ultra- GloTM (rLuciferasa). Por tanto, la 
señal de luz producida es proporcional a la cantidad de NAD+ y NADH en la 
muestra. 
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a razón de 3500 células 
por pocillo en 100 µl de medio completo. A las 24 horas se añadió el 
daporinad (DAP) a las diferentes concentraciones (0, 0.01, 0.1, 1 y 10 nM) en 
los pocillos correspondientes y a las 24 horas se añadió el mismo volumen 
que había en el pocillo de reactivo de detección de NAD+/NADH. Se mezcló y 
se dejó incubar a temperatura ambiente durante una hora. Pasado este 
tiempo, el sobrenadante se transfirió a una placa blanca y se leyó la 
luminiscencia en un lector de placas (Infinite M200pro; Tecan). Los valores de 
unidades relativas de luminiscencia (RLU) se relativizaron respecto al control 
sin inhibidor. 
 
Figura 28: Reacciones enzimáticas en cadena para la detección de 
NAD+/NADH. 
20. Muestras de pacientes 
20.1. Análisis de biopsias tumorales 
Las muestras de ARN total de biopsias de tejido tumoral y tejido normal 
adyacente para el análisis de expresión de NNMT procedían del Biobanco 
del Hospital Universitario de la Ribera (Alzira) (n=55). Incluimos en el estudio 
pacientes con CPNM en estadios resecables que no habían recibido 
quimioterapia ni radioterapia tras el diagnóstico y previo a la cirugía curativa 
en el periodo 2012-2016. Este estudio contaba con el consentimiento 
informado de los pacientes y había sido aprobado por el Comité de Ética del 
Hospital Universitario de la Ribera. 
La expresión de NNMT y del gen control GAPDH se determinaron a partir del 
ADNc mediante PCR cuantitativa a tiempo real mediante sondas Taqman 
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específicas (Applied Biosystems) en el sistema ABI7500 (Applied 
Biosystems). Los niveles de expresión de NNMT en los tumores se 
normalizaron con respecto a los de GAPDH y se relativizaron con respecto al 
tejido normal adyacente. 
20.2. Análisis de biopsia l íquida 
Las muestras de suero para la determinación de los niveles de 1-MNA 
procedían del Biobanco del Incliva (Valencia) (n=25). Incluimos en el estudio 
aquellos pacientes con diagnóstico de AC pulmonar estadio IV y presencia 
de mutaciones activadoras de EGFRL858R y deleciones en el exón 19 que 
fueron tratados con erlotinib o gefitinib en el Hospital Clínico Universitario de 
Valencia durante los años 2012-2016. Para cada paciente se dispuso de los 
datos clínico-biológicos, las características histopatológicas del tumor y los 
parámetros de respuesta y toxicidad al tratamiento con ITQs (basados en 
criterios RECIST). La determinación del 1-MNA se realizó tal y como se indica 
en la Sección 15 del Material y métodos. Este estudio contaba con el 
consentimiento informado de los pacientes y había sido aprobado por el 
Comité de Ética del Hospital Clínico Universitario de Valencia. 
20.3. Análisis en muestras de biopsias y 
rebiopsias de tejido tumoral parafinado 
Incluimos en el estudio biopsias pareadas al diagnóstico y en la recaída de 6 
pacientes con diagnóstico de AC pulmonar estadio IV y presencia de 
mutaciones activadoras de EGFRL858R y deleciones en el exón 19 que fueron 
tratados con erlotinib, gefitinib o afatinib en el Hospital Universitario y 
Politécnico La Fe y que participaban en los ensayos clínicos ASTRIS (un 
ensayo fase III para el estudio de la eficacia y seguridad del osimertinib en 
pacientes de CPNM avanzado con la mutación EGFRT790M con tratamiento 
previo con ITQ) y AURA2 (un ensayo de eficacia y seguridad del osimertinib 
en pacientes con enfermedad localmente avanzada o metastásica que 
habían progresado tras el tratamiento con ITQs). Estos ensayos contaban con 
el consentimiento informado de los pacientes y había sido aprobado por el 
Comité de Ética del Hospital Universitario y Politécnico La Fe. 
20.4. Inmunohistoquímica (t inción con DAB) 
La tinción con 3,3’ diaminobenzidina (DAB) permite la detección de una 
molécula en tejidos o células. El proceso es similar a una 
inmunofluorescencia, pero en este caso el anticuerpo secundario se asocia a 
un complejo avidina-biotina en lugar de a un fluorocromo. Así, al añadir agua 
oxigenada y peroxidasa se produce un precipitado marrón. A diferencia de la 
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inmunofluorescencia, en esta técnica no se puede combinar la detección de 
varios antígenos, pero en este caso la señal no se desgasta. 
 
Figura 29: Esquema de funcionamiento de la t inción con DAB.  
 
Para la tinción con DAB de muestras de pacientes se procedió del siguiente 
modo. En primer lugar, se desparafinaron cortes de muestras tumorales de 
pacientes con adenocarcinoma (lavados consecutivos con xileno, etanol 
100%, etanol 95%, etanol 70%, etanol 50% y finalmente agua desionizada). 
Tras dos lavados con PBS y uno con GS-PBS-T (PBS, 1% suero de cabra y 
0.4% de tritón X-100), las muestras se bloquearon durante 45 minutos con 
PBS-T con suero de cabra al 3.5%. Las muestras se incubaron en cámara 
húmeda durante 16 horas con el anticuerpo primario anti-NNMT (Tabla 9). Al 
día siguiente los cortes se lavaron 2 veces con PBS y una vez con GS-PBS-T. 
A continuación, se incubaron 45 minutos con IgG de conejo al 1% y luego se 
lavaron 2 veces con PBS y una vez con GS-PBS-T. Las muestras se 
incubaron 45 minutos el complejo ABC (complejo avidina-biotina, Vector 
Laboratories) antes de incubar con el DAB durante 2 minutos. Para eliminar el 
exceso de DAB las muestras se lavaron 3 veces con agua destilada (Figura 
29). Una vez secas las muestras se tomaron fotografías con una cámara 
Leica DFC 300 FX acoplada a un microscopio invertido Nikon Diaphot 300. El 
software utilizado para tomar las imágenes fue Leica application suite v. 2.3.1. 
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21. Análisis estadístico 
Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces. Los datos se han 
expresado como la media ± DS calculados con Excel. Los análisis 
estadísticos (t-test, curvas de Kaplan-Meier, prueba de Mantel-Cox) se 
realizaron con el software GraphPad Prism. Los datos de proteómica y 
transcriptómica fueron procesados y analizados con las herramientas 
Comparative Marker Selection y Gene-E del paquete analítico Genepattern 
(disponible en http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern) 
mediante los test estadísticos signal2noise, t-test y corrección de multiple 
testing mediante FDR según el método de Bonferroni. Los datos de metilación 
de promotores se calcularon como valores beta (β-score) y con el mismo 
software se calculó la significancia estadística de las comparaciones 
(DiffScore) y la diferencia media de metilación (Delta beta) entre los grupos. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Resultados 
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1. Búsqueda de nuevos mecanismos de resistencia 
adquirida a los ITQs 
1.1. Desarrollo y caracterización de los modelos 
experimentales 
Uno de los principales problemas en el tratamiento de los pacientes de 
oncológicos es el desarrollo de quimiorresistencias. En algunos casos, la 
resistencia es innata (en el caso que nos ocupa, aquellos pacientes de CPNM 
que no están dirigidos por mutaciones en EGFR no responden a los ITQs), y 
en otros puede ser adquirida, debida a la presión selectiva que ejerce la 
terapia farmacológica. Esta presión acaba seleccionando clones minoritarios 
resistentes preexistentes en el tumor antes del inicio del tratamiento y que 
acaban constituyendo la población principal, o permite la aparición de 
nuevas mutaciones y adaptaciones fenotípicas a lo largo del tratamiento. Para 
estudiar los mecanismos de resistencia y cómo se podría superar se han 
desarrollado modelos in vitro que intentan replicar estos complejos procesos 
biológicos. 
En nuestro caso, hemos generado 3 modelos de resistencia adquirida a 
diferentes ITQs de EGFR a partir de líneas celulares comerciales de CPNM 
humano que muestran una elevada sensibilidad innata a estos inhibidores, 
dado que son modelos bien conocidos por su adicción oncogénica a la forma 
mutada de EGFR. Así, las células HCC4006ex19del, HCC827ex19del, 
H1975L858R/T790M se cultivaron en concentraciones crecientes de los ITQs 
gefitinib, erlotinib y osimertinib (AZD9291), respectivamente, empezando a 
una concentración subletal de 50 nM, por encima de la IC50. En el momento 
que las células crecían con normalidad se fue duplicando la concentración 
de ITQs hasta alcanzar 10 µM, momento en el cual se consideraron 
resistentes al gefitinib (HCC4006-GeR), erlotinib (HCC827-ER23) y osimertinib 
(H1975-AZDR) (Figura 30).  
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Figura 30: Curvas de inhibición de crecimiento de las l íneas sensibles y 
sus versiones resistentes. 
Las líneas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a razón de 7500 células 
por pocillo y se trataron 24 horas post-siembra con las concentraciones indicadas de 
los ITQs o con el vehículo DMSO. La proliferación celular fue determinada por el 
método de la sulforodamina B tras 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en 
porcentaje con respecto al control ± desviación estándar (n=6). 
Como se ha descrito en la Introducción, la adquisición de resistencia puede 
deberse a varias causas, como la aparición de la segunda mutación en 
EGFRT790M, la amplificación de MET, el cambio de histología a CPM o la 
activación del programa EMT (Sequist, Waltman et al. 2011, Singh, Settleman 
2010b). De hecho, y tal y como demostramos en un trabajo anterior 
(Soucheray, Capelletti et al. 2015), la línea celular HCC4006-GeR desarrolla 
un fenotipo mesenquimal con una subpoblación residual de células T790M, y 
por lo tanto la EMT es su principal mecanismo de resistencia. En el caso de la 
línea HCC827, aunque el mecanismo principal de resistencia es la 
amplificación del oncogen MET, existe un 10% de clones que desarrollan el 
fenotipo EMT. Uno de estos clones mesenquimales (ER23) ha sido el que 
hemos caracterizado en este trabajo. En el modelo H1975, que muestra una 
resistencia innata al erlotinib y gefitinib dado que es portador de la mutación 
T790M, pero que es sensible al osimertinib, el cultivo masivo resistente 
también adquirió un evidente fenotipo EMT.  
La Figura 22 muestra algunas microfotografías representativas de los 
cambios morfológicos asociados al fenotipo EMT en las células con 
resistencia adquirida a los ITQs. Por otro lado, en la Figura 31 podemos 
observar que las células parentales muestran niveles elevados de la proteína 
epitelial E-cadherina (CDH1) y bajos niveles, incluso indetectables en algunos 
casos, de las proteínas mesenquimales N-cadherina (CDH2) y vimentina 
(VIM). Por el contrario, las células resistentes a ITQs se caracterizan por un 
cambio en la expresión de las cadherinas (desaparición de CDH1 y aparición 
de CDH2), así como de la sobreexpresión de VIM, además de un gran 
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aumento en los niveles proteicos de los factores de transcripción pro-EMT 
ZEB1 y SNAIL, en distinto grado dependiendo de la línea celular. 
 
Figura 31: Marcadores EMT de las l íneas sensibles y resistentes a ITQ. 
Se utilizaron extractos proteicos y mediante western blot se determinaron las proteínas 
E-cadherina (CDH1), N-cadherina (CDH2), vimentina (VIM), ZEB1, SNAIL (SNAI1) y ß-
actina (ACTB) como control de carga. La imagen corresponde a un experimento 
representativo de 3 similares. 
A continuación, quisimos comprobar si la activación per se del programa 
EMT con su inductor mejor conocido (el TGFß1) o la represión de la proteína 
CDH1 mediante shRNA lentiviral era capaz de inducir la resistencia a los 
ITQs. En la Figura 32 se observa como en las líneas con fenotipo 
mesenquimal (color rojo), el efecto citotóxico de los ITQs es menor 
(desplazamiento de las curvas hacia la derecha), indicando que estas células 
con el programa EMT activo son más resistentes al efecto antiproliferativo de 
estos inhibidores. Estas líneas celulares estables de CPNM con EGFR mutado 
y resistencia innata a los ITQs por activación del fenotipo EMT, junto con las 
HC4006-GeR, HCC827-ER23 y H1975-AZDR con resistencia adquirida, 
constituyeron los modelos experimentales de este trabajo. 
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Figura 32: Efecto de los ITQ en otros modelos EMT. 
Las líneas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a razón de 7500 células 
por pocillo y se trataron 24 horas post-siembra, con las concentraciones indicadas de 
los ITQs, o con el vehículo DMSO. La proliferación celular fue determinada por el 
método de la sulforodamina B tras 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en 
porcentaje con respecto al control ± desviación estándar (n=6).  
1.2. Análisis multiómico integrativo de la 
resistencia a ITQs 
En primer lugar, planteamos un conjunto de experimentos encaminados a 
describir los cambios globales a nivel transcriptómico, proteómico y 
epigenético. Numerosos estudios han utilizado alguna de estas 
aproximaciones “ómicas” por separado, pero ninguno ha abordado la 
heterogeneidad genética y epigenética inherente a estos tres modelos 
experimentales que reproducen la adquisición de la resistencia a los ITQs de 
manera sistemática y simultánea. 
A nivel molecular, el fenotipo EMT es consecuencia de la expresión 
diferencial de un complejo programa transcripcional (cuantificable mediante 
microarrays de expresión) regulado epigenéticamente (y donde la metilación 
de las regiones promotoras, medible con microarrays, juega un papel 
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esencial), que dará lugar a un determinado perfil proteómico que podemos 
estudiar mediante espectrometría de masas (en nuestro caso, un universo de 
unas 1.500 proteínas únicas). Analizando cada uno de los tres modelos 
experimentales de manera independiente con estas tres plataformas 
“ómicas” obtenemos listas con centenares de genes, transcritos y proteínas 
(ver Anexo Electrónico, Tabla 1), siendo necesaria la integración de estos 
resultados para reducir su dimensión y encontrar un patrón molecular común. 
 
Figura 33: Integración de los datos de transcriptómica, proteómica y 
meti lación del ADN. 
Se representan los niveles de proteína, ARNm y metilación de 1482 proteínas únicas 
como la mediana de las ratios (ITQ-resistente/ITQ-sensible, en escala log2) calculadas 
para cada uno de los 3 modelos celulares. En el eje de las X se muestran los niveles 
de ARNm, en el eje de las Y los de proteína, y los datos de metilación se representan 
en forma de escala de colores en el propio ítem. Las líneas verticales y horizontales 
señalan el punto de corte utilizado para el filtrado (log2ratio >1 o <-1; >2 o <0.5 en 
escala natural). 
En la Figura 33, se representan las medianas de las ratios de cambio (en 
escala log2) de cada una de las tres comparaciones entre clases (línea 
parental versus resistente) para los niveles de ARNm en el eje de abscisas, 
los niveles de proteína en el eje ordenadas, y el score de metilación del 
promotor (escala de colores, eje de ordenadas secundario). De este modo, el 
cuadrante superior derecho incluye aquellos genes (VIM, NNMT, BST2, 
BASP1, LEPRE1 y BLMH) que muestran de manera robusta elevados niveles 
de ARNm y de proteína (mediana de ratio >2), algunos de los cuales están 
hipometilados (NNMT, VIM, BLMH) y que se asocian significativamente al 
fenotipo ITQ-resistente (p<0.05, t-test comparando cada una de las parejas). 
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Por el contrario, los genes del cuadrante inferior izquierdo, característicos del 
fenotipo epitelial ITQ-sensible (CDH1, KRT19, CRABP2, LCN2, TACSTD2, 
CLDN4, y ITGA2, entre otros), se encuentran profundamente reprimidos a 
nivel transcripcional, muestran niveles de proteína muy bajos (mediana de 
ratio <0.5, p<0.05) y en general, tienen sus promotores hipermetilados. 
Algunos genes que no han pasado el astringente filtrado por ratio, como 
EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), han sido resaltados dado su 
reconocido valor como marcador del linaje epitelial (Hyun, Koo et al. 2016). 
En el Anexo (Figura 1) podemos encontrar el estudio estadístico específico 
para los datos de proteómica, comparando todas líneas ITQ-resistentes con 
las sensibles en forma de mapa de colores, incluyendo la ratio de cambio 
(FDR<0.05). 
Dado el objetivo de este proyecto, nos centramos en aquellos genes cuyo 
aumento de expresión pudiera estar dirigiendo el fenotipo mesenquimal ITQ-
resistente. BASP1 (Brain Acid-soluble Protein 1) ha sido descrito como un 
posible supresor tumoral inhibido por el oncogen MYC (Hartl, Nist et al. 2009), 
aunque también se ha asociado a la activación de la EMT inducida por el 
microARN miR-191 en células de CPNM (Xu, Ji et al. 2015). La 
sobreexpresión de BST2 (Bone Marrow Stromal Protein 2) se ha relacionado 
con la actividad metastásica en modelos experimentales de carcinoma 
mamario (Cai, Cao et al. 2009). BLMH (Bleomycin Hydrolase) codifica una 
cisteína peptidasa relacionada con la inactivación del agente quimioterápico 
bleomicina identificada en el secretoma de CSC de cáncer colorrectal 
mediante técnicas proteómicas (Emmink, Verheem et al. 2013). LEPRE1 
(Leucine Proline-Enriched Proteoglycan (Leprecan) 1) codifica una prolil-
hidroxilasa del colágeno relacionada con la remodelación de la matriz 
extracelular y la osteogénesis (Baldridge, Schwarze et al. 2008). Por último, 
seleccionamos como candidato para la validación funcional al enzima NNMT 
(Nicotinamide N-Methyltransferase), que transfiere el grupo metilo de la S-
adenosilmetionina (SAM) a la nicotinamida. NNMT ha sido previamente 
relacionado con el control del metabolismo en el hígado y el tejido graso 
(Hong, Moreno-Navarrete et al. 2015), la proliferación y metástasis de algunos 
modelos celulares tumorales (Sartini, Santarelli et al. 2007), y la regulación del 
epigenoma (al limitar la capacidad metiladora global) en modelos 
experimentales de cáncer y desarrollo embrionario (Sperber, Mathieu et al. 
2015, Ulanovskaya, Zuhl et al. 2013, Sartini, Seta et al. 2015, Sartini, Morganti 
et al. 2013, Hong, Moreno-Navarrete et al. 2015), pero no existen evidencias 
de su posible papel en el control de la EMT en el cáncer en general o el 
CPNM en particular, o en la adquisición de resistencias a los ITQs. 
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Por todo ello, procedimos a la validación de los niveles de proteína NNMT y 
su correlación con el fenotipo mesenquimal en todos los modelos celulares 
mediante western blot (Figura 34). 
 
Figura 34: Expresión proteica de NNMT en l íneas celulares EGFR  mutado 
sensibles y resistentes a ITQs con fenotipo EMT. 
A. Se utilizaron extractos proteicos de las líneas celulares indicadas (en azul, 
sensibles; en rojo, ITQ-resistentes EMT positivas; en verde, ITQ-resistentes EMT 
negativas), y mediante western blot se determinaron NNMT y GAPDH como control de 
carga. La imagen corresponde a un experimento representativo de 3 experimentos 
similares. B. Niveles de NNMT, marcadores de la transición EMT (E-cadherina, N-
cadherina, vimentina) y de ß-actina (ACTB) como control de carga. durante la 
adquisición de resistencia. La imagen corresponde a un experimento representativo 
de 4 experimentos similares. C. Niveles de la oncoproteína MET y de tubulina (TUB) 
como control de carga. La imagen corresponde a un experimento representativo de 4 
experimentos similares. D. Cuantificación por droplet digital PCR (ddPCR) de la 
prevalencia alélica de la mutación T790M versus el alelo normal en las líneas celulares 
HCC4006, HCC4006-GeR y HCC4006-GeSB-R (Soucheray, Capelletti et al. 2015). 
En las líneas sensibles a ITQs (color azul) la expresión de NNMT es muy baja 
o indetectable, mientras que en las líneas resistentes por activación de la 
EMT (color rojo) se observa un aumento muy significativo (Figura 34A). En 
aquellas sublíneas celulares (color verde) donde la resistencia depende de la 
amplificación del oncogen MET (HCC827-ER13) o de la presencia de la 
mutación EGFRT790M (HCC4006-GeSB-R), y que tienen fenotipo epitelial 
(Soucheray, Capelletti et al. 2015), los niveles de NNMT son muy bajos. En el 
caso de la línea H1975-AZDR, se comprobó mediante secuenciación del gen 
EGFR que la adquisición de resistencia no era debida a la aparición de la 
mutación C797S recientemente descrita como posible responsable de las 
recaídas de pacientes de CPNM tratados con el inhibidor específico de 
T790M osimertinib (Jia, Yun et al. 2016). Por otro lado, pudimos comprobar 
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que la sobreexpresión de NNMT, al igual que la represión de CDH1, es un 
evento que requiere de varias semanas de exposición al gefitinib en el 
modelo HCC4006 (Figura 34B), hecho que podría sugerir la presencia de 
subpoblaciones con niveles variables de proteína, y en cualquier caso, la 
importancia de expresar altos niveles de NNMT para mantener un estado 
EMT estable a largo plazo. Con todo, validamos que la proteína NNMT está 
sobreexpresada en los modelos celulares de resistencia adquirida a los ITQs, 
ya sean reversibles (erlotinib, gefitinib) o irreversibles y específicos de 
T790M, asociada a la activación de EMT.  
Después, nos propusimos comprobar si el principal inductor de EMT (el 
TGFß1) podía inducir también la expresión de NNMT. Como se observa en la 
Figura 35, cuando las tres líneas celulares han sido expuestas durante varias 
semanas (40 días) al TGFß1 existe una disminución de la proteína epitelial 
CDH1, una aumento de la proteína mesenquimal VIM, y en todas ellas, en 
mayor o menor medida, hay una sobreexpresión de NNMT. Además, 
comprobamos como la represión estable de la proteína epitelial CDH1 
mediante silenciamiento con shRNAs específicos en la línea celular HCC827 
induce el fenotipo mesenquimal, y lo que es más importante, provoca un 
significativo aumento en los niveles de proteína NNMT. 
 
Figura 35: Inducción de NNMT en modelos celulares de EMT. 
A. Se utilizaron extractos proteicos de células HCC4006, H1975 y HCC827 tratadas 
con TGFß1 (10 ng/ml) durante 40 días, y mediante western blot se determinaron las 
proteínas CDH1, CDH2, VIM, NNMT y ß-actina (ACTB) como control de carga en 
diferentes modelos de EMT. B. Los extractos proteicos de células HCC827 que 
expresaban de manera estable construcciones lentivirales para el silenciamiento de 
CDH1 (shCDH1) y una secuencia control (Non Target, shNT) fueron analizados 
mediante western blot igual que en A. Las imágenes corresponden a un experimento 
representativo de 3 similares. 
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A continuación, nos preguntamos si la expresión de NNMT correlacionaba 
positiva o negativamente con la expresión de los genes mesenquimales o 
epiteliales, respectivamente, en algunas de las bases de datos de 
información genómica disponibles actualmente. Para ello extrajimos los datos 
de la Cancer Cell Line Encyclopedia (un proyecto genómico del Broad 
Institute que analizó a nivel mutacional y transcriptómico unas 1000 líneas 
celulares de cáncer humano, incluyendo 107 de CPNM) (Barretina, 
Caponigro et al. 2012) , y calculamos el coeficiente de correlación de 
Pearson entre la expresión de NNMT y el resto de los genes epiteliales y 
mesenquimales, además de con el score de enriquecimiento de las firmas 
EMT (calculado mediante Gene Set Enrichment Analysis o GSEA) en todas 
las líneas anotadas como lung adenocarcinoma. La Figura 36 muestra que 
existe una correlación positiva estadísticamente significativa entre la 
expresión de NNMT y la de los genes mesenquimales, y negativa con genes 
típicamente epiteliales. Así, líneas celulares con un fenotipo mesenquimal 
(como la KRAS mutada A549) caracterizada por niveles altos de VIM y bajos 
de CDH1 también muestra niveles altos de NNMT. Por el contrario, líneas 
celulares con un marcado fenotipo epitelial (como las células HCC4006 con 
EGFR mutado utilizadas como modelo de sensibilidad a los ITQs) presentan 
niveles de expresión elevados de CDH1, mientras que los niveles de NNMT y 
de marcadores mesenquimales como VIM o CDH2 están disminuidos. En la 
parte inferior de la figura se muestra la correlación existente entre la 
expresión de NNMT y el score de enriquecimiento de la firma transcripcional 
de EMT (esto es, aquellos genes sobreexpresados en respuesta al TGFß1) y 
de la represión de CDH1 (genes sobreexpresados tras el silenciamiento de 
CDH1 mediante shRNA).  
De la misma manera, calculamos la correlación entre la expresión de NNMT y 
los genes y firmas transcripcionales relacionados con la EMT en la base de 
datos transcripcionales de pacientes de AC pulmonares del estudio BATTLE 
(MD Anderson) (Figura 37). Los autores responsables de este estudio habían 
correlacionado previamente la activación de la firma transcripcional EMT con 
el mal pronóstico de los pacientes (Byers, Diao et al. 2013). En nuestro 
análisis, y del mismo modo que con las líneas celulares, la expresión de 
genes mesenquimales (ZEB1, VIM, CDH2) y las firmas EMT correlacionan 
positivamente con la expresión de NNMT, al contrario que con los genes 
epiteliales, donde la correlación es negativa. Tomando esta información 
genómica en su conjunto, podemos afirmar que la expresión de NNMT está 
asociada al fenotipo EMT tanto in vitro (Figura 36, líneas celulares) como in 
vivo (Figura 37, pacientes) en el AC pulmonar.  
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Figura 36: Análisis de correlación entre los niveles de expresión de 
NNMT y genes epitel iales y mesenquimales en l íneas celulares de AC 
pulmonar de la Cancer Cell Line Encyclopedia  (Broad Institute).  
El color rojo hace referencia a una elevada expresión y el color azul indica una 
expresión baja. El coeficiente de correlación de Pearson y su p-valor fue ajustado 
mediante False Discovery Rate (FDR).  
 
Figura 37: Análisis de correlación entre la expresión de NNMT y genes 
epitel iales y mesenquimales en el estudio BATTLE de pacientes con AC 
pulmonar. 
El color rojo hace referencia a una elevada expresión y el color azul indica una 
expresión baja. El coeficiente de correlación de Pearson y su p-valor fue ajustado 
mediante False Discovery Rate (FDR). 
1.3. Análisis funcional de la relación entre NNMT 
y la EMT 
Dado que por varias aproximaciones habíamos demostrado la relación 
existente entre la sobreexpresión de NNMT, la resistencia a los ITQs, y la 
activación de la EMT, nos planteamos si esta sobreexpresión era una mera 
asociación o un agente causal de la resistencia, y por lo tanto un director del 
fenotipo EMT. Para ello se generaron líneas estables donde se sobreexpresó 
ectópicamente la proteína NNMT infectando las líneas parentales ITQ-
sensibles con lentivirus donde se había clonado la región codificante de 
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NNMT. De manera similar se reprimió la proteína NNMT endógena en las 
líneas ITQ-resistentes mediante la infección lentiviral de secuencias de 
silenciamiento shRNA (Tabla 14). 
Tabla 14: Líneas celulares establecidas donde se moduló la expresión de 
la proteína NNMT. 
 
Para llevar a cabo el silenciamiento génico de NNMT, en un primer momento 
se infectaron células HCC4006-GeR con 4 secuencias diferentes de shRNA 
diseñadas contra regiones diferentes del ARNm de NNMT por el RNAi 
Consortium (Hahn, Lander et al. 2006). Para determinar cuál era la secuencia 
capaz de reprimir la proteína de la manera más eficaz, se analizaron sus 
niveles por western blot junto con otros marcadores de EMT. En la Figura 38A 
se observa que la secuencia #227 tiene un buen nivel de represión de la 
proteína NNMT comparada con la infección control (shNT) y una reexpresión 
aceptable de la proteína epitelial CDH1, así como niveles menores del 
marcador mesenquimal CDH2. Además, mediante citometría de flujo 
determinamos el cambio en la expresión de CDH1 dispuesta en la membrana 
celular utilizando un anticuerpo monoclonal diseñado contra el dominio 
extracelular de la proteína. En la Figura 38B se observa como no hay apenas 
diferencias entre las células control (shNT, en rojo) y la secuencia #228, la 
reexpresión es mínima con la secuencia #226, algo mayor con la secuencia 
#225, y mucho más alta con la secuencia #227. En los siguientes 
experimentos utilizamos las células estabilizadas con esta última secuencia, 
que en adelante se denominará HCC4006-GeR-shNNMT. Esta secuencia de 
silenciamiento también se utilizó para generar la línea estable H1975-AZDR-
shNNMT).  
HCC4006-Flag HCC4006-GeR-shNT
HCC4006-NNMT HCC4006-GeR-shNNMT
H1975-Flag H1975-AZDR-shNT
H1975-NNMT H1975-AZDR-shNNMT
A549-shNT
A549-shNNMTA549
Sobreexpresión Silenciamiento
HCC4006
H1975
HCC4006-GeR
H1975-AZDR
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Figura 38: Si lenciamiento de NNMT mediante la infección lentiviral de 
secuencias de shRNA. 
A. En los extractos proteicos de células HCC006-GeR infectadas con las distintas 
secuencias de silenciamiento, se analizaron las proteínas CDH1, CDH2, VIM, NNMT y 
ß-actina (ACTB) como control de carga mediante western blot. B. Análisis mediante 
citometría de flujo de los niveles de expresión de CDH1 con un anticuerpo anti CDH1 
conjugado con el fluorocromo FITC. Ambas imágenes son representativas de 3 
experimentos independientes. 
En la Figura 39A se muestran los efectos de la sobreexpresión de NNMT en la 
línea HCC4006 epitelial e ITQ-sensible y del silenciamiento en la línea 
HCC4006-GeR mesenquimal una vez estabilizadas las construcciones tras al 
menos 2 meses en antibióticos de selección. Aunque los niveles de proteína 
ectópica en la línea HCC4006-NNMT son elevados con respecto al control 
(secuencia Flag), no existen diferencias en los niveles de la proteína epitelial 
CDH1, y los niveles de los marcadores mesenquimales VIM y CDH2, y del 
factor de transcripción pro-EMT SNAI1 (SNAIL) están ligeramente 
aumentados. Por el contrario, el efecto de la represión de NNMT en las 
células HCC4006-GeR es mucho más dramático, detectándose, además de 
la reexpresión de CDH1, una reducción significativa en los niveles de los 
marcadores mesenquimales CDH2, VIM, así como niveles reducidos de los 
factores de transcripción ZEB1 y SNAIL, implicados a su vez en la represión 
transcripcional de CDH1. En cuanto a la relación entre niveles de expresión 
de NNMT y la proliferación celular, en la Figura 39B podemos observar como 
la sobreexpresión de NNMT en la línea HCC4006 supone una ligera aunque 
significativa disminución de la tasa de crecimiento, un efecto previsible 
teniendo en cuenta el arresto celular que produce la activación de la EMT en 
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múltiples tipos celulares (Gal, Sjoblom et al. 2008). Por el contrario, al 
silenciar NNMT se produce un aumento de la proliferación celular que 
correlaciona con el restablecimiento del fenotipo epitelial. 
 
Figura 39: Expresión de los marcadores EMT e impacto sobre el 
crecimiento celular tras la modulación de la expresión génica de NNMT 
en el modelo celular HCC4006. 
A. Los extractos proteicos de las condiciones indicadas fueron analizados mediante 
western blot y anticuerpos específicos frente a la proteína NNMT y los marcadores 
EMT CDH1, CDH2, VIM, ZEB1, SNAIL y ACTB como patrón de carga. Las imágenes 
son representativas de 3 experimentos independientes. B. Para el cálculo de la tasa 
de proliferación las líneas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos y tras 
48 horas se contaron mediante el método de exclusión del azul tripán. Las ratios se 
calcularon considerando el crecimiento de las líneas modificadas respecto a su 
correspondiente control ± desviación estándar (n=6)  
Con el fin de extender estas observaciones a otro contexto celular, se llevaron 
a cabo los mismos experimentos en las líneas celulares H1975 epiteliales 
ITQ-sensibles y H1975-AZDR mesenquimales. En la Figura 40A podemos 
observar como el grado de sobreexpresión de NNMT ectópica es menor que 
en el caso de las HCC4006, y por consiguiente se podrían esperar unos 
cambios a nivel de marcadores EMT más sutiles, aunque se aprecia un ligero 
aumento en los niveles de VIM. Por otro lado, si bien el grado de represión de 
NNMT en la línea H1975-AZDR fue menor que el alcanzado en el modelo 
HCC4006-GeR, también observamos un aumento en los niveles de CDH1, y 
una disminución tanto del factor de transcripción que la reprime, ZEB1, como 
de los marcadores mesenquimales VIM y CDH2. 
De forma similar al modelo HCC4006, cuando se sobreexpresa NNMT, la tasa 
de proliferación (Figura 40B) disminuye significativamente en torno a un 30%, 
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mientras que al reprimir NNMT, el crecimiento celular de la línea H1975 AZDR 
shNNMT aumenta un 50% frente a las células H1975 AZDR shNT. 
 
Figura 40: Expresión de los marcadores EMT e impacto sobre el 
crecimiento celular tras la modulación de la expresión génica de NNMT 
en el modelo celular H1975. 
A. Los extractos proteicos de las condiciones indicadas fueron analizados mediante 
western blot y anticuerpos específicos frente a la proteína NNMT y los marcadores 
EMT CDH1, VIM, ZEB1, y ACTB como patrón de carga. Las imágenes son 
representativas de 3 experimentos independientes. B. Para el cálculo de la tasa de 
proliferación las líneas celulares fueron sembradas en placas de 6 pocillos y tras 48 
horas se contaron mediante el método de exclusión del azul tripán. Las ratios se 
calcularon considerando el crecimiento de las líneas modificadas respecto a su 
correspondiente control ± desviación estándar (n=6).  
Dado la importancia de la proteína de adhesión intercelular CDH1 a la hora 
de mantener el fenotipo epitelial, y que sus niveles de expresión no 
cambiaban tras la sobreexpresión de NNMT, decidimos analizar mediante 
microscopía confocal y anticuerpos fluorescentes los niveles y localización 
celular no solo de CDH1, sino también de VIM y de la propia NNMT, tanto en 
las líneas con sobreexpresión ectópica de NNMT como en aquellas en las 
que se silenció (Figura 41 y Figura 42). En las células HCC4006-Flag control 
podemos observar una elevada expresión de CDH1 que define claramente 
las uniones intercelulares, mientras que apenas se detecta la expresión del 
marcador mesenquimal VIM, y mucho menos NNMT. Al sobreexpresar NNMT, 
el aumento de sus niveles citoplasmáticos se correlaciona con la aparición de 
fibras de VIM también citoplasmáticas y una discreta disminución en la 
intensidad de los tabiques intercelulares definidos por la presencia de CDH1. 
En las células resistentes al gefitinib (HCC4006-GeR-shNT) podemos 
observar elevados niveles de NNMT y VIM. En cambio, la proteína CDH1 no 
aparece formando los tabiques intercelulares. Al silenciar NNMT (HCC4006-
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GeR-shNNMT) se observa que de forma paralela a la disminución de NNMT y 
de VIM, la CDH1 se reexpresa y aparece de nuevo en las membranas 
celulares. 
 
Figura 41: Inmunofluorescencia de marcadores EMT y NNMT en el 
modelo HCC4006. 
Las diferentes sublíneas celulares se sembraron sobre cubreobjetos en placas de 24 
pocillos y tras 48h se fijaron con paraformaldehído al 4%. Los núcleos aparecen en 
blanco tras marcaje con Hoechst-33342, NNMT en rojo, E-cadherina en verde y 
vimentina en azul tras el marcaje con anticuerpos secundarios conjugados con 
AlexaFluor® 488, 546 y 633 respectivamente. Las imágenes fueron tomadas con un 
microscopio confocal (40X).  
De forma similar a lo anteriormente descrito, en las células H1975-Flag control 
aparece una intensa marca de CDH1 localizada en las membranas celulares 
y bajos niveles tanto de NNMT como de VIM. Al sobreexpresar la proteína 
NNMT podemos observar un aumento de fibras de VIM y una menor 
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intensidad de las uniones intercelulares definidas por la CDH1, además de un 
aumento del tamaño celular. En las células resistentes al osimertinib (H1975-
AZDR-shNT), además de ser más alargadas que las parentales, carecen de 
CDH1 en los tabiques celulares, y elevados niveles de VIM y NNMT. Este 
fenotipo revierte al silenciar NNMT, ya que disminuyen los niveles de VIM y la 
CDH1 aparece de nuevo en las membranas celulares. 
 
Figura 42: Inmunofluorescencia de marcadores EMT y NNMT en el 
modelo H1975. 
Las diferentes sublíneas celulares se sembraron sobre cubreobjetos en placas de 24 
pocillos y tras 48h se fijaron con paraformaldehído al 4%. Los núcleos aparecen en 
blanco tras marcaje con Hoechst-33342, NNMT en rojo, E-cadherina en verde y 
vimentina en azul tras el marcaje con anticuerpos secundarios conjugados con 
AlexaFluor® 488, 546 y 633 respectivamente. Las imágenes fueron tomadas con un 
microscopio confocal (40X).  
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En los análisis de expresión de CDH1 mediante western blot, donde se utiliza 
un lisado proteico total, no observamos cambios tras la sobreexpresión de 
NNMT en las líneas epiteliales HCC4006 y H1975 (Figura 39A y Figura 40A), 
aunque las imágenes de microscopía confocal sugieren que los niveles y 
localización de CDH1 podrían estar alterados (Figura 41 y Figura 42). Para 
profundizar en las razones de esta discrepancia, analizamos los niveles de 
expresión de CDH1 mediante citometría de flujo (Figura 43) en suspensiones 
celulares que habían sido separadas del soporte plástico sin utilizar tripsina, 
para preservar la estructura de los antígenos de membrana. De esta manera 
pudimos confirmar que la subpoblación de células con bajos niveles de 
CDH1 aumenta significativamente en las células HCC4006-NNMT (y de 
manera no significativa en las H1975-NNMT). Además, en esta figura se 
observa como al silenciar NNMT en las células HCC4006-GeR se produce un 
desplazamiento significativo hacia la derecha de toda la distribución celular 
que correlaciona con la reexpresión de CDH1 medida por western blot, 
mientras que en las H1975-AZDR aparece una subpoblación con altos 
niveles de CDH1.  
 
Figura 43: Análisis de expresión de CDH1 por citometría de f lujo en 
células donde se modula la expresión de NNMT.  
A. Las 8 líneas celulares se tiñeron con un anticuerpo anti CDH1-FITC y se analizaron 
mediante citometría de flujo. Las figuras son representativas de 3 experimentos 
independientes. B. Porcentaje de células CDH1 positivas (n=3). Los resultados fueron 
analizados estadísticamente mediante el análisis t-student donde *p<0,05 y **p<0,01 
en comparación con el grupo control.  
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El inductor de EMT más importante y mejor conocido es el TGFß1 y además, 
las células lo producen en mayor medida cuanto más mesenquimal es su 
fenotipo (Xu, Lamouille et al. 2009). Por ello decimos determinar la 
producción de TGFß1 liberado al medio extracelular por las distintas 
sublíneas celulares derivadas del modelo HCC4006 donde modulamos la 
expresión de NNMT. En la Figura 44A podemos observar una clara 
correlación entre la sobreexpresión de NNMT y una mayor concentración de 
TGFß1 en el medio de cultivo (HCC4006-NNMT y HCC4006-GeR-shNT). Por 
el contrario, al silenciar la proteína NNMT (HCC4006-GeR-shNNMT), la 
producción de TGFß1 disminuye significativamente respecto a su control 
shNT, alcanzando valores similares a los de la línea HCC4006-Flag epitelial y 
sensible al gefitinib. En nuestro trabajo anterior (Soucheray, Capelletti et al. 
2015) demostramos que el tratamiento a corto plazo con gefitinib aumenta la 
concentración de TGFß1 secretado al medio de cultivo. Por ello, como el 
aumento de producción de TGFß1 al sobreexpresar NNMT es discreto y 
siguen manteniendo un fenotipo parcialmente epitelial, hipotetizamos si 
además de NNMT estas células necesitaban un estímulo adicional para 
activar la EMT. Para ello, medimos la secreción de TGFß1 en presencia de 
gefitinib y observamos un aumento todavía mayor en la producción de esta 
citoquina en las células HCC4006-NNMT, que alcanzan niveles similares a las 
HCC4006-GeR (Figura 44B). 
 Figura 44: Niveles de TGFß1 extracelular y su correlación con los niveles 
de NNMT.  
Las células se sembraron en placas de 6 pocillos. Tras 24h en condiciones estándar, 
el medio de cultivo fue sustituido por medio sin suero, y tras 72h se recogieron los 
sobrenadantes para medir secreción de TGFß1 (n=3) en condiciones basales (A) y 
tras el tratamiento con ITQ durante 72 horas (B). Los resultados fueron analizados 
estadísticamente mediante el análisis t-student donde *p<0,05; **p<0,01 en 
comparación con el grupo control. 
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Uno de los puntos clave de la activación del programa transcripcional EMT es 
la represión del promotor del gen de CDH1 por parte de varios FTs como 
ZEB1, ZEB2, SNAIL, SLUG o TWIST (Lamouille, Xu et al. 2014). Ya que 
previamente habíamos demostrado que la NNMT modula el fenotipo EMT, 
pasamos a estudiar si el silenciamiento de los FT pro-EMT podría modular a 
su vez la expresión de NNMT en la línea HCC4006-GeR, utilizando siRNA de 
efecto transitorio. Decidimos silenciar aquellos FTs que se han relacionado 
con un estado más indiferenciado (Al-Hajj, Wicha et al. 2003) y que además 
se unan directamente al promotor de CDH1, como los ZEBs y SNAIL (Nieto, 
Huang et al. 2016). 
Como podemos observar en la Figura 45, la represión de ZEB1 disminuye 
notablemente la expresión de NNMT (Figura 45A); sin embargo, el 
silenciamiento de ZEB2 y SNAIL no provocó cambios significativos (paneles 
B y C). Por tanto, podemos afirmar que la relación que existe entre NNMT y 
ZEB1 es recíproca, dado que la represión de NNMT también disminuye los 
niveles de este FT.  
 
Figura 45: Si lenciamiento de FT pro-EMT e impacto sobre la expresión de 
NNMT en el modelo celular resistente HCC4006-GeR. 
Los extractos proteicos fueron analizados mediante western blot y se emplearon 
anticuerpos específicos frente a la proteína NNMT, los FT pro-EMT ZEB1 (A), ZEB2 
(B), SNAIL (C) y vinculina (VCL) como patrón de carga. Las imágenes son 
representativas de 3 experimentos independientes. 
La EMT se ha relacionado con la adquisición de las capacidades migratorias 
e invasivas propias de las células metastásicas. De hecho, las células en el 
frente del tumor son las de mayor capacidad invasiva y muestran 
características EMT (Mayor, Etienne-Manneville 2016). Por ello nos 
propusimos estudiar si los niveles de NNMT determinan la capacidad 
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migratoria mediante experimentos de cierre de herida (también conocidos 
como wound healing o scratch assays).  
 
Figura 46: Ensayo de cierre de herida al modular NNMT. 
A. Las células se sembraron en placas de 6 pocillo a razón de 0,4x106 células por 
pocillo para que a las 24h estuviera confluente. Después se realizó una herida sobre 
la monocapa celular y se cambió el medio por medio fresco con mitomicina C (0,02 
mg/ml). Se capturaron imágenes al tiempo 0 y tras 24h de realizar la herida. Las 
imágenes en el modelo HCC4006-GeR (A) y H1975-AZDR (B) son representativas de 
3 experimentos independientes. C. Las imágenes adquiridas a lo largo de la herida 
fueron medidas y los resultados fueron analizados estadísticamente mediante el 
análisis t-student donde **p<0,01 y ****p<0,0001 en comparación con el grupo control 
en el modelo HCC4006 (C) y H1975 (D). 
Para ello nos propusimos estudiar si los niveles de NNMT determinan la 
capacidad migratoria mediante experimentos de cierre de herida (también 
conocidos como wound healing o scratch assays). En las imágenes de la 
Figura 46A y B se muestra que las células ITQs resistentes mesenquimales 
HCC4006-GeR y H1975-AZDR tienen una capacidad migratoria mayor 
cuando los niveles de NNMT son altos ya que 24 horas después de realizar la 
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herida, llegan a cerrarla. En la Figura 46C se muestran los porcentajes de 
cierre de la herida en el modelo HCC4006. Las líneas HCC4006-Flag y 
HCC4006-NNMT tienen una capacidad migratoria similar, evidencia que es 
consistente con la discreta activación de la EMT en este modelo. Sin 
embargo, sí encontramos diferencias significativas al comparar las líneas 
HCC4006-GeR-shNT y shNNMT (Figura 46B): la línea control cierra 
prácticamente en su totalidad la herida transcurridas 24 horas, mientras que 
en las células donde se ha silenciado NNMT, la superficie cerrada apenas 
llega al 50%. En la Figura 46D se representan los porcentajes de cierre de la 
herida en el modelo H1975. Al sobreexpresar NNMT, la capacidad migratoria 
de las células aumenta un 20% respecto de las células control H1975-Flag y 
al silenciar NNMT en la línea H1975-AZDR, la migración también se ve 
reducida de manera significativa. 
1.4. La expresión de NNMT modula la 
sensibil idad a los ITQs 
Una vez demostrado que los modelos celulares de resistencia a los ITQs de 
EGFR con fenotipo EMT sobreexpresan NNMT, y que su silenciamiento 
devuelve a las células, en mayor o menor medida, a un estado más epitelial, 
nos planteamos determinar si la modulación de NNMT tendría efectos sobre 
la sensibilidad a los ITQs. Una de las principales diferencias entre las líneas 
sensibles y resistentes es el cambio que se produce en las rutas de 
señalización dependientes de EGFR PI3K/mTOR/S6K/S6 y RAS/MEK/ERK 
(Figura 6) en respuesta a los ITQs. Estas rutas promueven la proliferación y 
supervivencia celulares y por tanto sostienen el crecimiento tumoral. En las 
líneas sensibles y adictas a la actividad constitutivamente elevada de la forma 
mutante de EGFR, al unirse el inhibidor al dominio tirosina quinasa, la 
señalización aguas abajo de EGFR se apaga, impidiendo la progresión 
tumoral. En cambio, en las líneas resistentes, estas rutas de señalización 
permanecen activas, aún en presencia de los ITQs (Ercan, Xu et al. 2012).  
Por ello nos propusimos determinar las posibles diferencias en el grado de 
activación de las rutas de señalización en función de los niveles de NNMT en 
las sublíneas derivadas del modelo HCC4006 mediante western blot (Figura 
47). En primer lugar, pudimos comprobar como los niveles de fosforilación de 
AKT, ERK y S6 (marcadores canónicos de la actividad de estas rutas), 
permanecían inalterados o se mantenían relativamente elevados en respuesta 
al gefitinib en las células HCC4006-GeR ITQ-resistentes, mientras que como 
era de esperar, disminuían significativamente en la línea HCC4006 ITQ-
sensible. Al introducir la proteína NNMT ectópica en estas células parentales 
no observamos ningún cambio significativo. En cambio, en la línea HCC4006-
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GeR-shNNMT, el silenciamiento produce un aumento de los niveles de 
fosforilación de EGFR que es sensible al gefitinib, tratamiento que también 
produce una disminución en los niveles de fosforilación de AKT, S6 y en 
mayor medida de ERK. En consecuencia, la represión de NNMT en las 
células EMT devuelve, al menos en parte, a un estado más epitelial y 
dependiente de la señalización mediada por EGFR, y posiblemente, sensible 
al efecto antitumoral de los ITQs. 
 
Figura 47: Niveles de fosfori lación de EGFR, AKT, ERK y S6 en el modelo 
HCC4006 y respuesta al gefit inib.  
Las líneas celulares se sembraron en placas Petri de 6 cm a razón de 0.5x106 células 
y tras 24 h se cambió el medio por medio fresco con el vehículo (control) o con 500 
nM de gefitinib y tras 30 minutos de incubación se lisaron para la obtención de los 
extractos proteicos, que fueron analizados mediante western blot y anticuerpos 
específicos (“p”, contra las formas fosforiladas, “t”, contra la forma total). Las 
imágenes son representativas de 3 experimentos independientes.  
A continuación, seguimos varias aproximaciones para determinar el efecto 
citotóxico de los ITQs en las diferentes líneas celulares donde habíamos 
modulado la expresión de NNMT: a corto plazo mediante contajes directos, 
curvas de citotoxicidad, y ensayos de muerte celular (necrosis o apoptosis 
mediante citometría de flujo), y a medio plazo con ensayos de formación de 
colonias. 
En la Figura 48 se observa que las células HCC4006 que expresan la NNMT 
ectópica son más resistentes al gefitinib que la línea control HCC4006-Flag, 
de manera discreta aunque significativa. El número de células aumenta un 
20%, y la viabilidad medida en el ensayo de anexina V-IP fue un 30% más 
alta en comparación con el control HCC4006-Flag sensible al gefitinib. 
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Los efectos del silenciamiento de NNMT que se muestran en la Figura 49 
para la línea HCC4006-GeR siguieron la misma tendencia. En el ensayo con 
anexina V-IP se observa que el número de células viables de la línea 
HCC4006-GeR-shNNMT tratadas con gefitinib se reduce en 
aproximadamente 20% respecto a las no tratadas, mientras que en las 
HCC4006-GeR-shNT el ITQ no produce cambios en la viabilidad celular. 
Además, al silenciar NNMT, el número de células se reduce 
significativamente cuando se tratan con gefitinib (Figura 49B), y se produce 
un desplazamiento de la curva de citotoxicidad hacia la izquierda, que señala 
una mayor sensibilidad (la IC50 se reduce 100 veces, pasando de 10 µM a 
100 nM) (Figura 49C). En el ensayo de formación de colonias (Figura 49D), 
también observamos una resensibilización parcial al gefitinib, aunque a dosis 
relativamente altas. Este efecto podría deberse a que el sistema de shRNA no 
reprime totalmente la expresión de NNMT y, de hecho, el gefitinib actúa como 
un inductor de la secreción de TGFß1 que a lo largo de los días de duración 
del ensayo podría provocar un efecto rebote en los niveles de NNMT. Sería 
necesario un abordaje experimental que consiga eliminar totalmente la 
expresión de NNMT, como la tecnología CRISPR/CAS9, para valorar esta 
posibilidad. 
Figura 48: Efecto del gefit inib sobre la prol i feración y muerte celulares 
en células HCC4006 con sobreexpresión ectópica de NNMT.  
A. Las líneas celulares HCC4006-Flag y HCC4006-NNMT se sembraron en placas de 
6 pocillos y tras 24 horas se trataron con gefitinib 1 µM o el vehículo (control) durante 
72 horas. Se recogieron los sobrenadantes y las células adheridas fueron 
tripsinizadas, las suspensiones celulares teñidas con anexina V-FITC (un marcador de 
apoptosis) y ioduro de propidio (IP, un marcador de necrosis), y analizadas mediante 
citometría de flujo. La imagen corresponde a un experimento representativo de 3 
experimentos similares. B. Contajes con azul tripán, por triplicado, tras 72h de 
tratamiento con gefitinib 1 µM o vehículo (control). Los resultados fueron analizados 
estadísticamente mediante el análisis t-student donde *p<0,05 y ***p<0,001 en 
comparación con el grupo control y ###p<0,001 entre las dos líneas tratadas con 
gefitinib. 
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Figura 49: Efecto del gefit inib sobre la prol i feración y muerte celulares 
en células HCC4006-GeR.  
A. Las líneas celulares HCC4006-GeR-shNT y HCC4006-GeR-shNNMT se sembraron 
en placas de 6 pocillos y tras 24 horas se trataron con gefitinib 1 µM o el vehículo 
(control) durante 72 horas. Se recogieron los sobrenadantes y las células adheridas 
fueron tripsinizadas, las suspensiones celulares teñidas con anexina V-FITC (un 
marcador de apoptosis) y ioduro de propidio (IP, un marcador de necrosis), y 
analizadas mediante citometría de flujo. La imagen corresponde a un experimento 
representativo de 3 experimentos similares. B. Contajes con azul tripán, por triplicado, 
tras 72h de tratamiento con gefitinib 1 µM o vehículo (control). C. Viabilidad celular en 
respuesta a diferentes dosis de gefitinib (empezando en 10 µM) en células sembradas 
en placas de 96 pocillos e incubadas con vehículo (control) o gefitinib. La viabilidad 
celular fue determinada indirectamente por el método de la sulforodamina B tras 72h 
de tratamiento. Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control ± 
desviación estándar (n=6). D. Ensayos de formación de colonias en presencia de 
gefitinib o vehículo (control) durante 10 días. Las células fueron sembradas en placas 
de 6 pocillos a baja densidad (5000 células por pocillo, por triplicado). Transcurridas 
24h se añadieron diferentes concentraciones de gefitinib, que se renovaron cada 72h 
durante 10 días. Finalmente, las colonias se fijaron con paraformaldehído al 4% y se 
tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. La imagen mostrada es 
representativa de 3 experimentos independientes. 
En la Figura 50 ampliamos nuestras observaciones al modelo H1975L858R/T790M 
sensible al osimertinib. Al sobreexpresar NNMT, la viabilidad aumenta ~25% 
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con respecto al control (H1975-Flag) en respuesta al osimertinib (Figura 50A). 
En la sección B se observa que la proliferación en presencia del inhibidor 
también es superior, lo que también se refleja en un desplazamiento hacia la 
derecha de la curva de sensibilidad y un aumento de la IC50 (C). Esta mayor 
resistencia inducida por la sobreexpresión de NNMT también se deduce de 
la presencia de colonias supervivientes en el cultivo de H1975-NNMT 
expuesto a mayor concentración de osimertinib ensayada (15 nM) (D). 
 
 
Figura 50: Efecto del osimertinib sobre la prol i feración y muerte celulares 
en células H1975. 
A. Las líneas celulares H1975-Flag y H1975-NNMT se sembraron en placas de 6 
pocillos y tras 24 horas se trataron con osimertinib 1 µM o el vehículo (control) durante 
72 horas. Se recogieron los sobrenadantes y las células adheridas fueron 
tripsinizadas, las suspensiones celulares teñidas con anexina V-FITC (un marcador de 
apoptosis) y ioduro de propidio (IP, un marcador de necrosis), y analizadas mediante 
citometría de flujo. La imagen corresponde a un experimento representativo de 3 
experimentos similares. B. Contajes con azul tripán por triplicado tras 72h de 
tratamiento con osimertinib 1 µM o vehículo. C. Viabilidad celular en respuesta a 
diferentes dosis de osimertinib (empezando en 10 µM) en células sembradas en 
placas de 96 pocillos. La viabilidad celular fue determinada indirectamente por el 
método de la sulforodamina B tras 72h de tratamiento. Los resultados se expresan en 
porcentaje con respecto al control ± desviación estándar (n=6). D. Ensayos de 
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formación de colonias en presencia de osimertinib o vehículo (control) durante 10 
días. Las células se sembraron en placas de 6 pocillo a baja densidad (2000 células 
por pocillo, por triplicado). Transcurridas 24h se añadieron diferentes concentraciones 
de osimertinib, que se renovaron cada 72h durante 10 días. Finalmente, las colonias 
se fijaron con paraformaldehído al 4% y se tiñeron con cristal violeta 0,4%. La imagen 
mostrada es representativa de 3 experimentos independientes. 
1.5. NNMT dirige adaptaciones metabólicas en 
las células ITQ-resistentes con fenotipo EMT 
No hay que perder de vista que NNMT es una metiltransferasa que transfiere 
grupos metilos del donante universal SAM a la nicotinamida (NAM) para 
formar 1-metilnicotinamida (1-MNA) (Figura 51). Además, la NAM (vitamina 
B3 o niacina) es uno de los precursores en la biosíntesis del nicotinamida 
adenina dinucleótido (NAD+ en su forma oxidada; NADH en su forma 
reducida), junto al nicotinato y el aminoácido triptófano.  
 
Figura 51: Esquema del ciclo de la metionina y algunas de las rutas 
metabólicas asociadas. 
 
Por tanto, hipotetizamos que aquellas células con niveles elevados de 
actividad NNMT podrían sufrir una alteración en el metabolismo de la SAM y 
la síntesis de NAD+. Dado que la SAM forma parte del ciclo de la metionina, el 
cual presenta múltiples ramificaciones hacia la síntesis de poliaminas y la 
transulfuración, decidimos analizar mediante un abordaje metabolómico 
cuantitativo todos los metabolitos implicados en el ciclo de la metionina 
(metionina, SAM, S-adenosilhomocisteína -SAH-, homocisteína), la ruta de las 
poliaminas (5-metiltioadenosina -5MTA-, espermidina y espermina), el 
metabolismo de NNMT y la síntesis del NAD+ (NAM, NAD+ y 1-MNA) y la ruta 
de la transulfuración (cisteína, cistationina y glutatión –o GSH en su forma 
reducida-). 
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Figura 52: Adaptaciones metabólicas en el modelo celular HCC4006. 
Panel de metabolitos medidos por UPLC-MS/MS de la línea sensible (en azul) y 
resistente (en rojo) al gefitinib. Los resultados fueron analizados estadísticamente 
mediante el análisis t-student donde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001 en 
comparación con el grupo control (n=3). 
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Figura 53: Adaptaciones metabólicas en el modelo celular H1975. 
Panel de metabolitos medidos por UPLC-MS/MS de la línea sensible (en azul) y 
resistente (en rojo) al osimertinib. Los resultados fueron analizados estadísticamente 
mediante el análisis t-student donde *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 en comparación 
con el grupo control (n=3). 
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
1000
2000
3000
4000
5000
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
pm
ole
s/m
g 
pr
ot
!
H1975! H1975-AZDR!
Ra
tio
 S
AM
/S
AH
!
H1975! H1975-AZDR!
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
5000
10000
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
2000
4000
6000
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
10
20
30
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
20000
40000
60000
80000
100000
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
500
1000
1500
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
100
200
300
400
500
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
50
100
150
200
Metionina!
Espermidina!
Espermina!
5-MTA !
Homocisteína!
Cistationina!
Cisteína!
GSH!
1- MNA!
NAD+!
Nicotinamida!
SAM/SAH!
***	
*	
*	
**	
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
5
10
15
20
***	
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
500
1000
1500
*	
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
1000
2000
3000
4000 *	
H1
97
5
H1
97
5 A
ZD
R 
0
20
40
60
80
100
*	
  127 
 
Figura 54: Adaptaciones metabólicas inducidas por la modulación de 
NNMT en el modelo HCC4006. 
 Panel de metabolitos medidos por UPLC-MS/MS en la línea sensible al gefitinib Flag 
(en azul), con sobreexpresión ectópica de NNMT (en naranja), resistente al gefitinib 
shNT (en rojo) y con NNMT silenciada (en azul claro). Los resultados fueron 
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analizados estadísticamente mediante el análisis t-student donde *p<0,05, **p<0,01 y 
****p<0,0001 en comparación con el grupo control. 
En la Figura 52 se representan las concentraciones intracelulares de cada 
uno de estos metabolitos en el modelo HCC4006/HCC4006-GeR, y en la 
Figura 53 las del modelo H1975/H1975-AZDR. El producto de la reacción de 
NNMT (1-MNA) es en ambos casos el metabolito estadísticamente más 
diferenciado, y como era de esperar, las líneas resistentes a ITQs muestran 
unos niveles muy elevados. El resto de metabolitos implicados también sufren 
cambios significativos. Así, los niveles de metionina y la ratio SAM/SAH, un 
marcador del uso celular de la SAM, son menores en aquellas líneas que 
tienen niveles elevados de NNMT, que además muestran niveles reducidos 
de NAM, precursor de la síntesis de NAD+, también disminuido en las células 
ITQ-resistentes. Por tanto, estos resultados sugieren que la metionina está 
siendo utilizada para regenerar la SAM, que a su vez es utilizada para la 
síntesis de 1-MNA a partir de NAM. Este desvío en el uso de la NAM 
provocaría una disminución de la producción de NAD+, que como veremos 
más adelante, podría constituir una vulnerabilidad metabólica. 
Algunos de los metabolitos de la ruta de la transulfuración también se 
encuentran alterados en los 2 modelos celulares. Los niveles de cistationina, 
cisteína, y de manera más significativa los de GSH, se encuentran 
disminuidos en las líneas ITQ-resistentes. El SAM, además de ser conocido 
como el donante universal de metilos, también es el primer sustrato de la ruta 
de las poliaminas, ya que cede el grupo carboxilo para la formación de 
espermidina y espermina, apareciendo el 5-MTA como producto de la 
reacción. Los resultados indican que los niveles de 5-MTA no se ven 
prácticamente alterados en ninguno de los modelos y que los cambios en los 
niveles de espermidina y espermina, sin ser significativos, no siguen ningún 
patrón particular. 
A continuación, nos planteamos evaluar si estos cambios asociados al 
fenotipo mesenquimal podían ser reproducidos o revertidos mediante la 
sobreexpresión o represión de NNMT, respectivamente (Figura 54). Para ello 
nos servimos de las sublíneas derivadas del modelo HCC4006 en las que se 
había sobreexpresado (HCC4006-NNMT) y silenciado NNMT (HCC4006-GeR-
shNNMT) y sus correspondientes controles. Los resultados de la Figura 54 
validan la hipótesis inicial. En primer lugar, la 1-MNA pasa de ser indetectable 
en las HCC4006-Flag a alcanzar unos niveles similares a los detectados en 
las HCC4006-GeR en las células HCC4006-NNMT. Además, la ratio SAM/SAH 
y los niveles de NAM y NAD+ también se ven disminuidos con la 
sobreexpresión de NNMT, al igual que los niveles de cistationina, cisteína y 
GSH. Finalmente, la represión de NNMT en las células HCC4006-GeR 
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provocó un dramático descenso en los niveles de 1-MNA y un aumento en los 
niveles de metionina, NAM, NAD+, cistationina, cisteína y GSH, un 
restablecimiento de la ratio SAM/SAH y aparentemente un aumento del flujo 
de SAM hacia la ruta de las poliaminas, ya que aumentan de manera 
significativa los niveles de espermina y del producto de descarboxilación del 
SAM, la 5-MTA. 
En el ciclo de la metionina, este aminoácido es regenerado a partir de la 
homocisteína en una reacción de transmetilación donde el 
metiltetrahidrofolato actúa como dador de metilos. Después, la metionina 
recibe un grupo adenosilo para dar SAM, en una reacción catalizada por las 
metionina-adenosil transferasas. Dado que en las líneas con niveles altos de 
NNMT, como la HCC4006-GeR, detectamos niveles intracelulares muy 
elevados de 1-MNA, quisimos estudiar si la disponibilidad de metionina, y por 
lo tanto de SAM, afectaba a su síntesis. Para ello analizamos los niveles de 1-
MNA cuando las células se incubaron en un medio normal (que contiene una 
concentración de metionina de 100 µM) y en un medio sin metionina durante 
unas horas para que no se viera comprometida la viabilidad. Como se 
observa en la Figura 55, al reducir los niveles de metionina los valores de 1-
MNA caen hasta niveles muy bajos (H1975-AZDR) o a ser indetectables 
(HCC4006-GeR). Con todo, confirmamos que en las células ITQ-resistentes 
con fenotipo mesenquimal y elevada actividad NNMT parte del flujo 
metionina-SAM se utiliza para producir 1-MNA en grandes cantidades. 
 
Figura 55: Medida de los niveles de 1-MNA intracelulares en presencia o 
ausencia de metionina. 
Las células se cultivaron en medio normal (100 µM de metionina) y en medio sin 
metionina durante 12 horas. Las células se fijaron con nitrógeno líquido y se midieron 
los niveles de 1-MNA mediante UPLC-MS/MS. En los gráficos se expresa la media de 
3 réplicas ± desviación estándar. Los resultados fueron analizados estadísticamente 
mediante el análisis t-student donde *p<0,05 y ****p<0,0001 en comparación con el 
grupo control (n=3). 
  130 
Dado que los niveles intracelulares de 1-MNA son muy elevados en las líneas 
que sobreexpresan NNMT, nos preguntamos cuál era su concentración en el 
medio extracelular. Como se observa en la Figura 56, las líneas celulares con 
mayor actividad NNMT no sólo tienen concentraciones intracelulares 
elevadas de 1-MNA, sino que también lo expulsan al exterior celular en 
grandes cantidades. Por el contrario, en las líneas celulares con niveles bajos 
de NNMT (HCC4006, H1975 y las sublíneas HCC4006-Flag y HCC4006-GeR-
shNNMT) los niveles de 1-MNA eran indetectables. 
 
Figura 56: Medida de los niveles de 1-MNA extracelulares.  
Las 8 líneas celulares indicadas se sembraron en placas de 6 pocillos y tras 24 horas 
se recogieron los sobrenadantes, que fueron analizados por UPLC-MS/MS. En los 
gráficos se expresa la media de 3 réplicas ± desviación estándar. Los resultados 
fueron analizados estadísticamente mediante el análisis t-student donde *p<0,05, 
***p<0,001 y ****p<0,0001 en comparación con el grupo control (n=3). 
1.6. La sobreexpresión de NNMT determina una 
nueva vulnerabil idad basada en la depleción 
del NAD+ 
Como ya hemos comentado, las grandes diferencias metabólicas que 
caracterizan a las líneas celulares ITQ-resistentes con fenotipo EMT y 
elevados niveles de actividad NNMT abren la posibilidad a una vulnerabilidad 
selectiva a la depleción de NAD+ explotable desde el punto de vista 
farmacológico.  
El NAD+ se puede sintetizar de novo en el hígado a partir del aminoácido 
triptófano (Figura 57). Además, existen 3 rutas de reciclaje del NAD+ que 
pueden utilizar nicotinamida (NAM), ácido nicotínico (o nicotinato, NA) y 
nicotinamida ribósido (NR) como precursores. La ruta de biosíntesis principal 
de NAD+ es la que utiliza NAM, que se transforma en nicotinamida 
mononucleótido (NMN) por la nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT). 
La segunda ruta de recuperación del NAD+ utiliza como precursor NR para 
dar lugar a NMN, que es convertido a NAD+. La última de las vías es la ruta 
de Preiss-Handler que utiliza NA como precursor. El paso limitante de esta 
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reacción es catalizado por el enzima ácido nicotínico fosforribosiltransferasa 
1 (NAPRT1). 
 
Figura 57: Vías de síntesis de NAD+. 
En los recuadros se señalan los enzimas que catalizan la reacciones. 
Para evaluar si las células que sobreexpresan NNMT son especialmente 
sensibles a la depleción de NAD+, en un primer experimento bloqueamos la 
expresión del enzima limitante de su síntesis a partir de NAM, la NAMPT, 
mediante un siRNA de efecto transitorio. En la Figura 58 se muestra como 
disminuye de forma significativa la proliferación de las células HCC4006-
GeR-shNT al ser tratadas con un siRNA que reprime la expresión de NAMPT. 
Esto no ocurre cuando se ha reprimido previamente NNMT (HCC4006-GeR-
shNNMT). Por otro lado, en la línea donde sobreexpresamos NNMT ectópica 
(HCC4006-NNMT), también observamos como el silenciamiento de NAMPT 
tiende a disminuir la proliferación celular, aunque no lo hace de forma 
significativa. 
 
Figura 58: Efecto sobre la prol i feración celular del si lenciamiento de 
NAMPT.  
A. Las 4 líneas celulares se sembraron en placas de 24 pocillos a razón de 30.000 
células por pocillo, y tras 24 horas se añadió la secuencia de silenciamiento 
correspondiente. Tras 72 horas se analizó el número de células mediante microscopía 
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de fluorescencia automatizada. En los gráficos se expresa la media de 3 réplicas ± 
desviación estándar. Los resultados fueron analizados estadísticamente mediante el 
análisis t-student donde *p<0,05 en comparación con el grupo control (n=3). B. En 
paralelo, y para confirmar el silenciamiento, se realizó el mismo experimento en placas 
de 6 pocillos, que transcurridas 72 horas fueron procesadas para analizar los niveles 
de NAMPT mediante western blot y anticuerpos específicos contra NAMPT y GAPDH 
como control de carga. 
A la vista de estos resultados, y dado que se han desarrollado potentes 
inhibidores específicos de NAMPT (p.e. el daporinad o FK866/APO866; en 
adelante DAP), actualmente objeto de ensayos clínicos para el tratamiento de 
diferentes cánceres (von Heideman, Berglund et al. 2010, Goldinger, Gobbi 
Bischof et al. 2016), nos planteamos si podrían actuar de manera selectiva 
contra los células ITQ-resistentes con fenotipo EMT y elevada actividad 
NNMT. Para probar esta hipótesis realizamos una serie de estudios a medio-
largo plazo con el inhibidor DAP en ensayos de formación de colonias, un 
diseño experimental que se aproxima algo más, pese a sus limitaciones, a un 
tratamiento farmacológico in vivo. Además, para valorar si el efecto 
antitumoral se debía exclusivamente a la depleción de NAD+, añadimos el 
rescate con NMN, el producto de la reacción que lleva a cabo la NAMPT 
(Figura 57).  
 
Figura 59: Efecto antiprol i ferativo del inhibidor de NAMPT daporinad 
(DAP) y rescate con NMN en l íneas sensibles y resistentes a los ITQs.  
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Las líneas celulares crecieron durante 10 días en presencia de DAP y también en 
combinación con NMN (100 µM). Finalmente se fijaron con paraformaldehído al 4% y 
se tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. Las colonias que se muestran 
son representativas de 3 experimentos independientes. 
En la Figura 59 podemos observar que el DAP posee un efecto antitumoral 
diferencial entre las líneas sensibles a ITQs (HCC4006 y H1975) y las 
resistentes (HCC4006-GeR y H1975-AZDR), siendo estas últimas muy 
sensibles a concentraciones en el rango nanomolar de DAP. Este efecto 
citotóxico del DAP se ve revertido cuando además de DAP se añadió el 
precursor del NAD+ NMN al medio de cultivo. 
Como el DAP es un inhibidor del enzima limitante de la síntesis de NAD+ a 
partir de NAM, se evaluó mediante UPLC-MS/MS los niveles intracelulares del 
dinucleótido tras un tratamiento de 24h con DAP (Figura 60). En las líneas 
celulares HCC4006 y HCC4006-GeR observamos como el tratamiento con 
DAP provoca un descenso muy significativo en los niveles de NAD+, 
especialmente acusado en aquellas células con actividad NNMT elevada, 
donde los niveles llegan a ser prácticamente indetectables. El patrón en las 
células HCC4006-GeR, donde reprimimos la expresión de NNMT fue similar: 
aquellas células que tienen NNMT elevada sufren una mayor depleción de 
NAD+ en respuesta al DAP, y al silenciar NNMT, dado que los niveles basales 
de NAD+ son mayores, el DAP no llega a provocar la depleción total del 
NAD+.  
 
Figura 60: Medida de los niveles de NAD+ en respuesta al tratamiento a 
corto plazo con el inhibidor de NAMPT daporinad (DAP). 
En la figura se representa la medida de NAD+ por UPLC MS/MS de 4 líneas celulares 
en presencia de DAP (10 µM). Para ello se sembraron 0,2 x106 células en placas de 6 
pocillos y se trataron por triplicado con el vehículo o DAP 10 µM durante 24h. 
A continuación, realizamos un experimento para comprobar si la actividad de 
la ruta alternativa de síntesis de NAD+ a partir de NA rescataba el efecto 
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antitumoral del DAP. En el panel A de la Figura 61 se muestra como los 
niveles de NAD+ disminuyen hasta ser prácticamente indetectables al tratar 
las células HCC4006-GeR con DAP a corto plazo, y como estos niveles son 
rescatados al añadir NA (Figura 61B) el sustrato alternativo para la síntesis de 
NAD+ que utiliza la NAPRT1, evidencia que demuestra que las células tienen 
esta vía de síntesis disponible.  
 
Figura 61: Efecto del rescate con nicotinato (NA) en células HCC4006-
GeR tratadas con el inhibidor de NAMPT daporinad (DAP).  
A. Medida de NAD+ por UPLC MS/MS en la línea HCC4006-GeR con elevada 
actividad NNMT en presencia de DAP, y rescate de los niveles de NAD+ con NA. Para 
ello se sembraron 200.000 células en placas de 6 pocillos y se trataron por triplicado 
con el vehículo, DAP 10 µM y DAP más nicotinato 100 µM durante 24h. Los resultados 
fueron analizados estadísticamente mediante el análisis t-student donde ***p<0,001 y 
****p<0,0001 en comparación con el grupo control y el rescate respectivamente (n=3). 
B. Efecto citotóxico del DAP y rescate con NA. Las líneas celulares crecieron durante 
10 días sólo con DAP y en combinación con nicotinato (100 µM). Finalmente se fijaron 
con paraformaldehído al 4% y se tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. 
Las colonias que se muestran son representativas de 3 experimentos independientes. 
En el reanálisis de los datos transcriptómicos del modelo HCC4006 
encontramos que la NAMPT estaba siendo significativamente reprimida en las 
células HCC4006-GeR, aunque continuaba siendo expresada (Figura 62A). 
En el panel B se muestran los niveles proteicos que confirman esta 
disminución, que también aparece en las HCC4006 con expresión ectópica 
de NNMT. Por el contrario, los niveles de NAPRT1 se mantienen relativamente 
estables en todas las condiciones experimentales. Para descartar que los 
bajos niveles de NAMPT en las células ITQ-resistentes pudieran ser los 
responsables del efecto antitumoral del DAP, sobreexpresamos 
ectópicamente NAMPT en la línea resistente HCC4006-GeR (Figura 62C). 
Después realizamos un ensayo de formación de colonias en presencia de 
DAP, donde comprobamos que el aumento en los niveles de NAMPT no 
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protege a las células HCC4006-GeR-NAMPT del efecto antitumoral del DAP 
(Figura 62D). 
 
Figura 62: Niveles de expresión y modulación de NAMPT en el modelo 
HCC4006. 
A. Niveles de ARNm de NAMPT en las líneas sensible (HCC4006) y resistente 
(HCC4006-GeR) a ITQ (n=3) extraídos de los microarrays de expresión. Los datos 
fueron analizados estadísticamente mediante el análisis t-student donde **p<0,01. B. 
Análisis de expresión de las proteínas NAMPT y NAPRT1 mediante western blot a 
partir de lisados proteicos indicados. La imagen corresponde a un experimento 
representativo de 3 experimentos similares. C. Análisis de expresión de las proteínas 
NAMPT y NNMT tras sobreexpresión ectópica de NAMPT mediante un vector lentiviral. 
La imagen corresponde a un experimento representativo de 3 experimentos similares. 
D. Efecto citotóxico del DAP al sobreexpresar NAMPT. Las líneas celulares crecieron 
durante 10 días con DAP. Finalmente se fijaron con paraformaldehído al 4% y se 
tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. Las colonias que se muestran 
son representativas de 3 experimentos independientes. 
Los resultados expuestos anteriormente en la Figura 35 demostraban que la 
activación de la EMT mediante el tratamiento con TFGß1 o la represión de 
CDH1 también provocan un aumento en la expresión de NNMT. Por tanto, 
analizamos si también existía una mayor sensibilidad a DAP en estos modelos 
mesenquimales. Para ello realizamos un ensayo de formación de colonias en 
las líneas parentales tratadas de forma crónica durante 3 meses con TGFß1 
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(HCC4006-TGFß1, H1975-TGFß1 y HCC827-TGFß1), además de en la línea 
HCC827 donde se reprime la proteína epitelial CDH1. En la Figura 63 se 
puede observar que es en las células más mesenquimales (en rojo) donde 
hay un mayor efecto citotóxico del DAP incluso a concentraciones bajas, 
mientras que los controles con fenotipo epitelial (en azul), solo ven afectado 
su crecimiento a concentraciones elevadas. 
 
Figura 63: Efecto citotóxico del inhibidor de la NAMPT daporinad (DAP) 
en células con EMT inducida por TGFß1 o la represión de CDH1.  
En la imagen se representa un experimento de formación de colonias donde las 8 
líneas celulares crecieron durante 10 días en medio con DAP. Finalmente se fijaron 
con paraformaldehído al 4% y se tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. 
Las colonias que se muestran son representativas de 3 experimentos independientes. 
En la Figura 64 confirmamos que los niveles de actividad NNMT determinan 
la sensibilidad al inhibidor DAP. Cuando se sobreexpresa NNMT ectópica, 
tanto en la línea HCC4006 como en la H1975, la sensibilidad al DAP aumenta 
considerablemente (paneles A y C, respectivamente). En cambio, cuando se 
reprime de forma estable en las líneas resistentes a ITQs HCC4006-GeR y 
H1975-AZDR, disminuye el efecto antitumoral del DAP (paneles B y D, 
respectivamente). 
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Figura 64: Sensibi l idad al inhibidor de la NAMPT (DAP) tras la 
modulación de los niveles de NNMT.  
Las 8 líneas celulares se sembraron en placas de pocillos a razón de 5000 células por 
pocillo y se trataron durante 10 días con DAP. Finalmente se fijaron con 
paraformaldehído al 4% y se tiñeron con cristal violeta 0,4% para su visualización. Las 
colonias que se muestran son representativas de 3 experimentos independientes. 
La depleción de los niveles de NAD+ supone una catástrofe metabólica que 
altera la función mitocondrial (donde el NADH es esencial para la fosforilación 
oxidativa) e induce la muerte celular en diferentes modelos celulares (Del 
Nagro, Xiao et al. 2014, Komatsu, Nakagawa et al. 2000). Con el fin de 
detallar el mecanismo de acción antitumoral de esta depleción en función de 
los niveles de NNMT, estudiamos el tipo de muerte celular (apoptosis o 
necrosis) y la función mitocondrial en respuesta al DAP. Como podemos 
observar en la Figura 65, las células HCC4006-GeR-shNT mesenquimales, en 
comparación con las HCC4006-Flag epiteliales, son especialmente sensibles 
al efecto citotóxico del DAP, siendo el tipo de muerte eminentemente por 
apoptosis tardía. Además, la sobreexpresión ectópica de NNMT disminuye la 
viabilidad tras el tratamiento con DAP en más del 50%, mientras que la 
represión de NNMT en las células HCC4006-GeR previene este efecto 
citotóxico, devolviendo la viabilidad a niveles comparables a las células 
HCC4006-Flag epiteliales. 
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Figura 65: Análisis de la muerte celular inducida por DAP en l íneas 
celulares con diferentes niveles de expresión de NNMT. 
Las 4 líneas celulares se sembraron en placas de 6 pocillos, a razón de 0,2x106 célula 
por pocillo y tras 24 horas se trataron con DAP 10 nM o el vehículo durante 72 horas. 
Se recogieron los sobrenadantes y las células adheridas a la placa para el análisis 
con anexina V-FITC y IP mediante citometría de flujo. La imagen corresponde a un 
experimento representativo de 3 similares. 
NNMT es un enzima citosólica que cataliza la transferencia de grupos metilos 
del cofactor SAM a sustratos como el NAM, piridinas y análogos relacionados 
como la quinolina, formando productos metilados como el 1-MNA, pirimidinas 
metiladas u otros análogos metilados, como el 1-metilquinolinio (1-MQ) 
(Aksoy, Szumlanski et al. 1994) . Puesto que la actividad NNMT puede ser 
inhibida por su producto natural 1-MNA (Aksoy, Szumlanski et al. 1994, 
Kraus, Yang et al. 2014), recientemente se ha estudiado la actividad 
inhibitoria de otras pequeñas moléculas heterocíclicas N-metiladas, entre 
ellas la 1-MQ. De hecho, se ha visto que en ensayos libres de células con 
proteína NNMT recombinante, el 1-MQ tiene una IC50 de 12 µM 
(Neelakantan, Wang et al. 2017). 
Para determinar si la actividad NNMT podría ser inhibida farmacológicamente 
en las células HCC4006-GeR resistentes a ITQ y rescatar el efecto citotóxico 
del DAP utilizamos el 1-MQ en un ensayo de muerte celular similar a los 
anteriores. En la Figura 65 podemos observar que el 1-MQ no tiene efectos 
citotóxicos significativos a dosis elevadas (1 mM). El DAP induce un potente 
efecto citotóxico que es revertido por la adición de 1-MQ. Por tanto, estos 
resultados corroboran los experimentos de modulación genética de NNMT y 
abren la posibilidad al bloqueo farmacológico de NNMT. 
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Figura 66: Análisis de la muerte celular al bloquear la actividad NNMT 
con 1-MQ en l íneas de CPNM sensible y resistente a ITQ. 
Las células se sembraron en placas de 6 pocillos y tras 24 horas se trataron con 1-MQ 
1mM, DAP 10nM o la combinación durante 72 horas. Se recogieron los sobrenadantes 
y las células adheridas a la placa para el análisis con anexina V-FITC y IP mediante 
citometría de flujo. La imagen corresponde a un experimento representativo de 3 
similares. 
El principal tipo de muerte celular inducido por el DAP es la apoptosis, que 
detectada en sus últimas etapas da lugar a un patrón anexina V/IP 
doblemente positivo (Figura 65 y Figura 66). Este tipo de muerte programada 
viene acompañado por una pérdida de potencial de membrana mitocondrial, 
parámetro que además debería verse afectado por la depleción del NAD+. 
Por ello, nos planteamos analizar el potencial de membrana mitocondrial 
utilizando el fluorocromo vital tetrametilrodamina (TMRM), que se acumula en 
el espacio intermembrana mitocondrial y fluorece con mayor intensidad 
cuanto mayor es el potencial. Como se puede observar en la Figura 67, las 
células que tienen bajos niveles de NNMT, cuando son tratadas con DAP (en 
rojo) no solo mantienen su potencial de membrana mitocondrial con respecto 
al control (en azul), sino que además se hiperpolarizan levemente. En 
cambio, la membrana mitocondrial se despolariza en las HCC4006-NNMT, y 
sobre todo en las HCC4006-GeR-shNT, donde lo hace de manera completa. 
Con todo, estos resultados confirman que la depleción de NAD+ producida 
por el DAP es un potente, y lo que es más importante, selectivo inductor de la 
muerte celular por apoptosis en las células ITQ-resistentes con fenotipo EMT 
y elevada actividad NNMT. 
  140 
 
Figura 67: Cambios en el potencial de membrana mitocondrial 
producidos por el inhibidor de NAMPT daporinad (DAP). 
Las cuatro líneas celulares se trataron durante 72h con DAP 5 nM y se analizó el 
potencial de membrana mitocondrial mediante citometría de flujo con el fluorocromo 
TMRM. Un desplazamiento hacia la izquierda respecto del control indica 
despolarización de la membrana mitocondrial. Las imágenes son representativas de 3 
experimentos independientes. 
1.7. La actividad NNMT también regula la EMT y 
provoca una vulnerabil idad a la depleción 
del NAD+ en células de AC con KRAS mutado 
Uno de los principales problemas de los pacientes con tumores de AC 
pulmonar con mutaciones en KRAS es que no existe opciones efectivas de 
tratamiento, pese a los grandes esfuerzos realizados hasta la fecha en la 
búsqueda de inhibidores específicos de la oncoproteína KRAS. Tal y como 
hemos descrito en el meta-análisis de los datos genómicos de la Cancer Cell 
Line Encyclopedia, algunas de las líneas celulares dirigidas por mutaciones 
en KRAS muestran un fenotipo mesenquimal con elevados niveles de 
expresión de NNMT. Por ello, nos planteamos estudiar si el esquema 
conceptual que hemos descrito en el contexto del AC pulmonar dirigido por 
mutaciones en EGFR con resistencia adquirida a los ITQs puede aplicarse al 
background KRAS mutado, utilizando para ello el modelo celular A549.  
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Figura 68: Estudio de marcadores EMT y el efecto de la represión de 
NNNT en el modelo celular KRAS  mutado. 
A. Marcadores EMT medidos por western blot a partir de extractos de lisado proteicos 
de las líneas celulares indicadas se determinaron las proteínas CDH1, VIM, NNMT y ß-
actina (ACTB) como control de carga. B. Imagen representativa de 3 experimentos 
independientes de citometría de flujo de las líneas A549 shNT y shNNMT donde las 
células se tiñeron con anticuerpo CDH1-FITC. C. Imágenes de inmunofluorescencia 
visualizadas por microscopía confocal (40X). Las células se sembraron sobre 
cubreobjetos en placas de 24 pocillos y tras 48 h las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4%. Los núcleos aparecen en blanco tras marcaje con Hoechst-
33342, NNMT en rojo, CDH1 en verde y vimentina en azul tras marcaje secundario con 
AlexaFluor® 488, 546 y 633 respectivamente. 
En primer lugar, determinamos si el silenciamiento estable de NNMT con 
shRNA también provocaba cambios en los niveles de los marcadores EMT. 
En la Figura 68A podemos observar que la represión efectiva de la proteína 
NNMT se acompaña de un descenso en los niveles de la proteína 
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mesenquimal VIM y un aumento de la proteína epitelial CDH1. Este aumento 
de CDH1 fue posteriormente confirmado mediante citometría de flujo (Panel 
B). En el panel C se observa la localización subcelular de los marcadores 
EMT. En las células control (A549-shNT) NNMT y VIM colocalizan en el 
citoplasma, mientras que no se observa tinción de la proteína epitelial CDH1. 
Cuando se silencia NNMT, la tinción de VIM desaparece y aumentan los 
niveles de proteína CDH1, que se dispone en la membrana plasmática 
formando los tabiques intercelulares.  
Estos resultados indican que la represión de NNMT en la línea A549 revierte 
el proceso EMT e induce la adquisición de un fenotipo más epitelial. Para 
poder contar con una imagen transcripcional más global del impacto de la 
represión de NNMT, realizamos un meta-análisis de los datos 
transcriptómicos depositados en el proyecto LINCS (www.lincsproject.org), 
un programa conjunto del NIH estadounidense y el Broad Institute que ha 
analizado los cambios globales en la expresión génica inducidos por miles 
de fármacos de interés terapéutico y la represión mediante el cribado con 
librerías de shRNA de unas 8.000 proteínas, incluyendo NNMT, en un panel 
de líneas celulares que también incluye nuestro modelo celular A549.  
Una vez descargados los datos transcriptómicos correspondientes a las 
condiciones experimentales A549-shNT y A549-shNNMT, ejecutamos un 
análisis GSEA para comprobar si las firmas de expresión relacionadas con 
eventos oncogénicos, y disponibles en la base de datos MSigDB, se 
encontraban diferencialmente enriquecidas en el programa transcripcional 
dependiente de NNMT. De esta manera, el GSEA disminuye la dimensión de 
los datos, agrupando los genes en rutas, funciones y fenotipos, facilitando la 
interpretación biológica de los cambios transcripcionales a nivel global. Los 
resultados mostrados en la Figura 69 indican que la represión de NNMT 
induce un cambio transcripcional que revierte significativamente las firmas 
asociadas a EMT (Sarrio, Rodriguez-Pinilla et al. 2008), metástasis (Bidus, 
Risinger et al. 2006), baja supervivencia de pacientes con CPNM (Shedden, 
Taylor et al. 2008), y estado indiferenciado (Rhodes, Yu et al. 2004). Estos 
resultados corroboran nuestras observaciones, y además nos permiten 
deducir que la expresión de NNMT (o la firma transcripcional asociada a su 
actividad) podrían correlacionarse con el pronóstico de los pacientes de 
CPNM. 
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Figura 69: Análisis de GSEA del impacto transcripcional de la represión 
de NNMT en la l ínea celular A549.  
Los plots representan el enrichment score (ES) de los genes incluidos en las firmas 
indicadas en cada título, donde la expresión relativa de cada gen individual aparece 
como una línea negra. El desplazamiento de los genes hacía la derecha (mayor 
expresión en las células A549-shNT mesenquimales) o hacia la izquierda (mayor 
expresión las A549-shNNMT) indica el grado de enriquecimiento de la firma. El p-valor 
de la correlación se ajustó mediante FDR, considerándose significativos aquellos 
enriquecimientos con un FDR<0.05). 
En último lugar nos propusimos comprobar si el patrón metabólico y la 
vulnerabilidad a la depleción de NAD+ que caracteriza a los modelos 
celulares con EGFR mutado, ITQ-resistentes, con fenotipo EMT y elevados 
niveles de NNMT también se repite en la línea mesenquimal KRAS mutada 
A549. En el panel A de la Figura 70 se muestra como el DAP inhibe la 
capacidad formadora de colonias de manera NNMT-dependiente. Además, 
los resultados del panel B demuestran que al reprimir NNMT, los niveles de 
NAD+ en respuesta al inhibidor DAP se mantienen relativamente constantes y 
solo sufren un descenso significativo a concentraciones altas de DAP. La 
correlación entre el efecto citotóxico del DAP, los niveles basales de NAD+ 
determinados por la actividad NNMT, y la elevada concentración intracelular 
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de 1-MNA (panel C) en las células A549 control, corroboran nuestra hipótesis 
inicial, señalando la depleción de NAD+ como un potencial abordaje 
terapéutico para los CPNM dirigidos por mutaciones en KRAS y que expresan 
el fenotipo EMT (Singh, Greninger et al. 2009).  
 
Figura 70: Sensibi l idad al inhibidor de NAMPT daporinad (DAP), niveles 
de NAD+ y producción de 1-MNA dependientes de los niveles de NNMT 
en la l ínea celular A549. 
A. Ensayo de formación de colonias donde las líneas celulares A549-shNT y A549-
shNNMT crecieron durante 10 días en presencia de DAP. La imagen es representativa 
de 3 experimentos diferentes. B. Niveles de NAD+ en respuesta al DAP, expresada en 
unidades relativas de luminiscencia respecto al control ± desviación estándar (n=3). 
C. Medida de 1-MNA intracelular medidos por UPLC-MS/MS tras la fijación de las 
células con nitrógeno líquido. Los resultados fueron analizados estadísticamente 
mediante el análisis t-student donde **p<0,01 (n=3). 
1.8. Validación de los resultados en muestras 
clínicas de pacientes con CPNM 
Nuestros resultados demuestran que, in vitro, los niveles elevados de NNMT 
son necesarios para mantener el fenotipo EMT en las líneas celulares EGFR 
mutado ITQ-resistentes. Esta relación causal también aparece en otro 
escenario molecular muy relevante en el CPNM, como es el de los tumores 
dirigidos por KRAS que expresan el fenotipo EMT. Además, el patrón 
transcripcional dependiente de NNMT en las células A549 con KRAS mutado 
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correlaciona significativamente con firmas de expresión asociadas al carácter 
metastásico, indiferenciado y con mal pronóstico obtenidas a partir de 
biopsias de pacientes oncológicos. Dadas estas correlaciones entre NNMT, 
el fenotipo EMT, y la agresividad tumoral, nos planteamos analizar los niveles 
de expresión de NNMT en pacientes de CPNM, independientemente de su 
genotipo, y su posible relación con la evolución clínica, de manera 
retrospectiva. En la Figura 71 se muestra el análisis de Kaplan-Meier en una 
cohorte de 55 pacientes de CPNM en estadios resecables, clasificados en 
función de los niveles expresión de NNMT medidos por RT-PCR en extractos 
de ARN total obtenidos a partir de las biopsias quirúrgicas. El análisis 
estadístico demostró que aquellos pacientes con elevada expresión de 
NNMT con respecto al tejido normal adyacente tenían una menor 
supervivencia libre de progresión que los que tenían una expresión baja de 
NNMT. El mismo análisis se repitió utilizando la supervivencia global, y 
separando los pacientes por histología (adenocarcinoma o escamoso) y 
estadio, sin resultados significativos, probablemente debido al pequeño 
tamaño muestral. Con todo, este ensayo piloto indica que los niveles de 
NNMT correlacionan con la progresión y la capacidad metastásica de los 
pacientes de CPNM, y que podría ser un biomarcador útil para predecir la 
evolución del tumor en el escenario clínico. 
 
Figura 71: Relación entre la supervivencia l ibre de progresión y la 
expresión de NNMT en pacientes de CPNM. 
Análisis de Kaplan-Meier de una cohorte de 55 pacientes de CPNM en estadios 
iniciales operados en el Hospital Universitario de la Ribera entre los años 2012 y 2016. 
Los niveles de NNMT se midieron por RT-PCR. El comportamiento de cada grupo de 
pacientes (niveles altos de expresión de NNMT versus niveles bajos con respecto a la 
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mediana de la cohorte) en función del tiempo transcurrido libre de progresión se 
comparó empleando la prueba de Mantel-Cox. B. Datos demográficos de los 
pacientes analizados.  
 
Figura 72: Relación entre la supervivencia global y los niveles de 1-MNA 
en biopsia l íquida al diagnóstico en pacientes de AC pulmonar EGFR  
mutado y en tratamiento con ITQs.  
A. Análisis de Kaplan-Meier de una cohorte de 25 pacientes de AC pulmonar estadio 
IV con mutaciones activadoras en EGFR que recibieron tratamiento con ITQs en el 
Hospital Clínico Universitario de Valencia en el periodo 2012-2016. Los niveles en 
suero de 1-MNA fueron determinados mediante UPLC-MS/MS. El comportamiento de 
cada grupo de pacientes (niveles séricos de 1-MNA elevados versus niveles bajos) en 
función de la supervivencia global comparó empleando la prueba de Mantel-Cox. B. 
Distribución de las concentraciones de 1-MNA detectadas en el suero de los 
pacientes. La línea transversal determina la mediana de la distribución. 
Otro de los hallazgos relevantes de este trabajo es que la elevada actividad 
NNMT en las células ITQ-resistentes con fenotipo EMT provoca un gran 
aumento de los niveles de 1-MNA tanto a nivel intracelular como extracelular, 
lo que nos hizo plantearnos si este metabolito también podría ser detectado 
en sueros de pacientes de AC pulmonar. Para valorar la viabilidad de esta 
hipótesis de trabajo, recopilamos una pequeña colección de sueros 
obtenidos al momento del diagnóstico (esto es, antes de iniciar el tratamiento) 
de 25 pacientes con CPNM avanzado y con mutaciones activadoras en EGFR 
(deleciones en exón 19, sustituciones L858R) que estaban recibiendo ITQs 
de 1ª y 2ª generación en diferentes líneas de tratamiento en el Hospital 
Clínico Universitario de Valencia. A continuación, determinamos la 
concentración sérica de 1-MNA mediante UPLC-MS/MS. Detectamos el 
metabolito en los sueros de todos los pacientes, y el rango de 
concentraciones osciló entre 8 y 208 nM, con una mediana de 87 nM. 
Después, los pacientes se dividieron en dos grupos, aquellos que mostraban 
una concentración sérica de 1-MNA por encima de la mediana, y aquellos 
que estaban por debajo. En la Figura 72 se representan las curvas de 
supervivencia global de estos dos grupos. Aunque no se alcanza la 
significación estadística, aquellos pacientes que tenían niveles séricos más 
elevados de 1-MNA tuvieron una menor supervivencia global que aquellos 
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con niveles bajos de 1-MNA. Aunque exploratorios, y sesgados por el 
pequeño tamaño muestral y el hecho de que los pacientes hubieran recibido 
varias líneas de tratamiento, nuestros resultados indican que los niveles altos 
de 1-MNA séricos, que deberían correlacionar con una elevada actividad 
NNMT intratumoral, podrían identificar los AC pulmonares más resistentes a 
los ITQs al inicio del tratamiento, y que la determinación cuantitativa de 1-
MNA en biopsia líquida podría utilizarse como biomarcador de respuesta a 
los ITQs. 
Para completar este estudio preliminar, y determinar los niveles de NNMT a 
nivel de proteína en muestras de tejido tumoral, pusimos a punto la técnica 
inmunohistoquímica en muestras de tejido parafinado. Después, recopilamos 
una reducida colección de biopsias al diagnóstico y tras la recaída de 6 
pacientes de AC pulmonar con mutaciones en EGFR que recibieron 
tratamiento con ITQs de 1ª y 2ª generación en el Hospital Universitario y 
Politécnico La Fe. De los 6 pacientes, en 4 se detectó la mutación T790M en 
la rebiopsia, el principal mecanismo genético de resistencia a los ITQs. En 
todas las rebiopsias seguía estando presente la mutación original de EGFR 
(deleción del exón 19, sustitución L858R).  
Las microfotografías de la Figura 73 muestran los niveles de expresión de la 
proteína NNMT determinados mediante inmunohistoquímica en el tejido 
tumoral antes y después de la recaída. En uno de los pacientes T790M 
negativos (PAC6) se observa positividad para NNMT en las células tumorales 
de la biopsia al diagnóstico, que se mantiene en la rebiopsia a la recaída. En 
el otro paciente T790M negativo (PAC3), la positividad para NNMT en la 
biopsia inicial se localiza solo en el estroma, mientras que en la rebiopsia 
aparecen células tumorales NNMT positivas. En el grupo de pacientes T790M 
positivos también aparece un patrón heterogéneo. En los pacientes PAC2 y 
PAC4 hay cierta positividad tumoral tanto en la biopsia como en la rebiopsia, 
mientras que en el PAC5 ambas muestras son negativas. Mención aparte 
merece el patrón del paciente PAC1, donde la biopsia al diagnóstico es 
negativa pero cuya rebiopsia, aun siendo T790M positiva, muestra una clara 
positividad para NNMT en las células tumorales. Además, el diagnóstico 
anatomopatológico describió esta rebiopsia como una transición histológica 
desde el AC pulmonar hacia el carcinoma escamoso indiferenciado. Tras la 
progresión, el paciente recibió tratamiento con osimertinib, pero rápidamente 
recayó de nuevo. Pese a sus limitaciones, estos resultados sugieren que la 
sobreexpresión de NNMT asociada a la resistencia a ITQs es posible en el 
escenario clínico, y que este mecanismo, presumiblemente basado en la 
activación de EMT, podría convivir, en un mismo tumor, con los mecanismos 
genéticos de resistencia.  
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Figura 73: Análisis inmunohistoquímico de NNMT en biopsias y 
rebiopsias de pacientes de AC pulmonar avanzado EGFR  mutado en 
recaída tras el tratamiento con ITQs. 
Se obtuvieron cortes a partir de bloques de parafina de las biopsias al diagnóstico y 
rebiopsias en la progresión. Tras el montaje y desparafinado, los cortes se tiñeron con 
un anticuerpo monoclonal de ratón anti-NNMT y se revelaron con un anticuerpo 
secundario anti-mouse-HRP y el cromógeno DAB. 
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1.1. La EMT es un rasgo funcional característico 
de la resistencia a los ITQs en el CPNM 
El descubrimiento de las mutaciones activadoras en EGFR (como las 
deleciones del exón 19 y la sustitución L858R del exón 21) permitió la 
identificación de un conjunto de pacientes de CPNM cuyos tumores son muy 
sensibles al efecto citotóxico de los ITQs y supuso uno de los primeros éxitos 
de las terapias dirigidas contra dianas moleculares alteradas para el 
tratamiento de los tumores sólidos. Los ITQs de 1ª y 2ª generación erlotinib, 
gefitinib y afatinib son actualmente el tratamiento de elección de primera línea 
para pacientes con CPNM avanzado y EGFR mutado al demostrar en los 
ensayos clínicos de fase III una supervivencia libre de progresión superior a 
la quimioterapia, alcanzando medianas de supervivencia global de hasta 20-
30 meses (Rosell, Carcereny et al. 2012). Sin embargo, a pesar de este 
incremento en la supervivencia global, el 30% de los pacientes no responden 
a los ITQs, existiendo diferentes subgrupos que presentan un pronóstico 
variable. Además, en el ~70% de los casos en los que hay respuesta 
terapéutica, inevitablemente aparece la recaída, debido al desarrollo de 
resistencias mediadas por una gran variedad de mecanismos, como son: i) la 
aparición de la mutación secundaria T790M, la amplificación focal de los 
oncogenes MET, HER2 o MAPK1 o las mutaciones en PIK3CA o BRAF, entre 
otros eventos genéticos (Engelman, Zejnullahu et al. 2007a, Ogino, Kitao et al. 
2007); y ii) la activación de mecanismos epigenéticos que median cambios 
histológicos o la activación de la EMT (Sequist, Waltman et al. 2011, Chong, 
Jänne 2013).  
El mecanismo de resistencia a los ITQs de 1-2ª generación más frecuente es 
la mutación EGFRT790M, que se detecta en más del 50% de las progresiones 
(Sundaresan, Sequist et al. 2016). El inhibidor de tercera generación 
osimertinib, recientemente aprobado por la FDA y EMA, es capaz de superar 
esta resistencia (Nishino, Hatabu 2017). Así, los pacientes tratados con 
osimertinib han demostrado una tasa de respuestas objetivas del ~60% en 
los ensayos clínicos Fase II AURA. A pesar de esta respuesta aceptable, aún 
quedarían por explicar un 40% de los pacientes no respondedores (Novello, 
Barlesi et al. 2016) y por qué los que lo hacen acaban recayendo de nuevo. 
Recientemente se ha identificado una tercera mutación en EGFR (la C797S) 
que dirige algunos casos clínicos de resistencia al osimertinib, y para la cual 
se han desarrollado nuevos inhibidores, como el brigatinib (Ken Uchibori, 
Naohiko Inase et al. 2017). Tras la aprobación del osimertinib, han ido 
apareciendo más casos clínicos de resistencia a este ITQ debido a la 
aparición de otras mutaciones en EGFR que alteran la afinidad del receptor 
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por el inhibidor como G796D o L718Q (Di Zheng, Min Hu et al. 2017, Ou, Cui 
et al. 2017), e incluso por la mutación activadora en BRAFV600E (Ho, Liao et al. 
2017).  
Para estudiar en detalle los mecanismos moleculares de resistencia innata y 
adquirida a los ITQs se han seguido dos estrategias (Engelman, Settleman 
2008, Janne, Gray et al. 2009). La primera de ellas consiste en el análisis 
molecular comparativo de biopsias de tejido tumoral antes y después de la 
recaída de los pacientes en tratamiento con ITQs; no obstante, la obtención 
de rebiopsias tras la recaída es muy complicada, ya que requiere de una 
prueba invasiva, que no asegura la necesaria cantidad y calidad de la 
muestra. La segunda estrategia, que es la que hemos aplicado en este 
trabajo, consiste en reproducir in vitro el proceso de adquisición de la 
resistencia utilizando líneas celulares de CPNM dirigidas por mutaciones en 
EGFR e inicialmente sensibles a los ITQs. Con esta aproximación 
experimental se han descrito algunos de los mecanismos de resistencia al 
gefitinib o erlotinib que posteriormente se han confirmado en pacientes, 
incluyendo la activación de EMT, que como ya hemos citado es fenómeno 
descrito por numerosos grupos de investigación, incluyendo el nuestro 
(Soucheray, Capelletti et al. 2015).  
La EMT se desarrolla en respuesta a factores de señalización pleiotrópicos, 
como el TGFß1 (Xu, Lamouille et al. 2009), que activa FTs específicos (Cano, 
Perez-Moreno et al. 2000). En el trabajo de 2015 (Soucheray, Capelletti et al. 
2015), demostramos que bloqueando la señalización del TGFß1 con el 
inhibidor de TGFBR SB-431542 durante la adquisición de resistencia al 
gefitinib de la línea HCC4006 evitábamos la activación del fenotipo EMT, pero 
permitíamos la expansión de clones con fenotipo epitelial T790M positivos 
preexistentes en el cultivo y que acabaron haciéndose mayoritarios.  
Así pues, uno de los principales escollos a la hora de estudiar el proceso de 
adquisición de la resistencia es la gran heterogeneidad del CPNM que 
permite múltiples vías de escape, incluso cuando estudiamos un subgrupo 
molecular muy particular como el dirigido por las mutaciones en EGFR. Para 
diseccionar esta complejidad inherente, en esta tesis hemos desarrollado tres 
modelos experimentales de CPNM dirigidos por las mutaciones en EGFR 
clínicamente relevantes y que reproducen la resistencia a los inhibidores de 
1ª generación gefitinib y erlotinib (activos frente a las mutaciones por deleción 
en exón 19 presentes en la las líneas celulares HCC4006 y HCC827) y de 3ª 
generación osimertinib (activo frente a la forma mutante T790M presente en la 
línea H1975) (Figura 30). Estos modelos celulares de resistencia, pese a tener 
backgrounds genéticos individuales, comparten un rasgo común, y es que 
han perdido parte de sus características epiteliales y se encuentran en un 
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metaestado mesenquimal, caracterizado por una profunda reprogramación 
transcripcional que reprime la expresión de la cadherina epitelial (CDH1) y 
promueve la sobreexpresión de proteínas propias del linaje mesenquimal 
como la VIM y CDH2, así como de los factores de transcripción inductores de 
EMT ZEB1 y SNAIL, que se encargan de reprimir la expresión de la proteína 
epitelial CDH1 (Figura 31). En estas circunstancias, se produce la 
remodelación del citoesqueleto y las células aparecen al microscopio 
similares a los fibroblastos, con una clara pérdida de las uniones 
intercelulares. 
En este trabajo confirmamos que la EMT no sólo aparece como consecuencia 
de la resistencia adquirida, sino que su activación constitutiva en cualquiera 
de los tres modelos celulares tratados con TGFß1 también es causa de 
resistencia innata a los ITQs (Figura 35), un estado celular que algunos 
autores denominan drug tolerant (Sharma, Lee et al. 2010) y que tiene una 
naturaleza reversible. Otra evidencia que se desprende de estos resultados y 
que corrobora la importancia de la EMT como factor de resistencia innata es 
el hecho de que la represión de CDH1 con shRNAs específicos confiere a las 
células un estado EMT irreversible (Onder, Gupta et al. 2008) y lo que es más 
importante, resistente a los ITQs. 
1.2. El análisis integrativo de datos “ómicos” 
permite identif icar nuevos mecanismos de 
resistencia a los ITQs 
Pese a los grandes esfuerzos realizados por los grandes proyectos de 
secuenciación del genoma, el repertorio de mutaciones conductoras que 
producen adicción oncogénica y para las que disponemos de inhibidores 
farmacológicos todavía es muy reducido. Por otro lado, y también en los 
últimos años, el intenso estudio del programa EMT asociado a la malignidad 
en diferentes tipos de cánceres, ha demostrado que ciertas características 
del tumor, sobre todo aquellas que se refieren a su capacidad metastásica y 
la resistencia al tratamiento, no están determinadas única y exclusivamente 
por las alteraciones genéticas, y que son necesarias otras aproximaciones, 
más allá de la secuenciación del genoma, para arrojar luz sobre qué eventos 
moleculares concretos dirigen la aberrante desregulación de la EMT, y en 
definitiva, el mal pronóstico del cáncer avanzado y quimiorresistente. Para 
ello es necesario completar la capa de información genética con otras 
plataformas “ómicas” (como la transcriptómica, la epigenética, la proteómica, 
o la metabolómica) que nos provean de la información funcional necesaria 
para identificar nuevas dianas terapéuticas capaces no solo de bloquear la 
EMT, sino de revertirla. 
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Siguiendo esta línea, en este trabajo hemos integrado los patrones 
transcriptómicos, proteómicos y metabolómicos de los modelos de 
resistencia a los ITQs para identificar los procesos moleculares que dirigen el 
fenotipo EMT asociado a la resistencia. Cualquiera de estas plataformas 
analíticas genera largas listas de posibles candidatos. La plataforma de 
proteómica utilizada resultó ser el factor limitante a la hora reducir la 
dimensión de los datos, dado el número relativamente pequeño de eventos 
(~1.500 proteínas únicas), frente a la cobertura de los microarrays de 
expresión (14.500 genes anotados) o de metilación (los promotores del 99% 
de los genes registrados en RefSeq). Esto es debido a que el proteoma es 
mucho más complicado de analizar (de hecho, desconocemos el número 
exacto de proteínas contenidas en el proteoma humano) por las múltiples 
modificaciones postraduccionales que afectan a las proteínas, su 
complejidad estructural, la existencia de múltiples variantes de splicing 
alternativo, y unas características químicas más difíciles de manejar en el 
laboratorio que las de los ácidos nucleicos (Garbis, Lubec et al. 2005). 
Además, los procedimientos analíticos necesitan de fases previas 
preparativas (depleción de proteínas muy abundantes, fraccionamiento de la 
muestra mediante electroforesis o cromatografía, digestión enzimática), y la 
espectrometría de masas requiere de un complejo y costoso equipamiento. 
Con todo, en nuestro caso utilizamos una metodología analítica basada en 
espectrometría de masas (SWATH LC-MS/MS) capaz de detectar de manera 
cuantitativa un número razonable de analitos a un coste económico ajustado 
(Faktor, Sucha et al. 2017). 
De este modo, fuimos capaces de construir un modelo multidimensional 
(Figura 33) que nos permitió identificar NNMT como un gen significativa y 
consistentemente sobreexpresado a nivel de ARNm, sometido a una estricta 
regulación epigenética, y lo que es más importante, con unos niveles de 
proteína constitutivamente elevados en todos los modelos EMT analizados 
(Figura 34 y Figura 35). Además, el hecho de que recientemente se haya 
descrito a NNMT como un importante regulador metabólico y epigenético 
(Ulanovskaya, Zuhl et al. 2013) hacían de esta proteína un candidato ideal 
para la fase de validación. 
1.3. NNMT dirige la EMT asociada a la resistencia 
a los ITQs 
La nicotinamida metiltransferasa NNMT es un enzima cuya función fisiológica 
principal consiste en la metabolización por metilación del exceso de la 
nicotinamida (NAM) o vitamina B3 para su posterior eliminación urinaria, 
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utilizando la SAM como dador de metilos. La actividad NNMT puede ser 
inhibida por los productos de la reacción, 1-MNA y SAH. 
El gen de NNMT fue clonado en los años 90, se localiza en el cromosoma 11, 
es relativamente simple (3 exones y 2 intrones) y se encuentra altamente 
conservado evolutivamente. El tejido que más expresa NNMT es el hígado, 
aunque también se ha detectado en tejido adiposo, músculo y varios tipos 
celulares mesenquimales, como los fibroblastos (Aksoy, Szumlanski et al. 
1994, Kraus, Yang et al. 2014). 
Estudios publicados en los últimos años han situado la actividad NNMT en la 
diana de importantes procesos fisiológicos. En ratones, la NNMT hepática y a 
través del producto de la reacción, 1-MNA, disminuye la producción y los 
niveles de colesterol y triglicéridos, y reducen la inflamación del hígado 
provocada por una dieta rica en grasas, en un mecanismo molecular 
mediado por la actividad sirtuína (Hong, Moreno-Navarrete et al. 2015). 
Paradójicamente, la represión de NNMT en el tejido adiposo tiene un efecto 
similar, al proteger al ratón de la obesidad inducida por una dieta rica en 
grasas y de las complicaciones de ésta, aumentando el gasto energético del 
tejido adiposo y la producción de poliaminas, así como aumentando la 
metilación de la histona H3 (una marca de activación transcripcional) y 
provocando una reprogramación epigenética que afecta a los enzimas de la 
ruta de las poliaminas ornitina decarboxilasa (ODC) y espermidina-espermina 
acetiltransferasa (SAT1) (Kraus, Yang et al. 2014) . Estas evidencias 
señalaron a NNMT como una potencial diana para prevenir la obesidad o 
incluso tratar las complicaciones metabólicas asociadas a ella, y de ahí el 
interés de la industria farmacéutica y muchos laboratorios en la búsqueda de 
inhibidores específicos de su actividad (Neelakantan, Wang et al. 2017, van 
Haren, Sastre Toraño et al. 2016). 
En cuanto a su relación con el cáncer, la expresión de NNMT está aumentada 
en glioblastomas, carcinoma renal de células claras, carcinomas gástricos y 
orales (Jung, Kim et al. 2017, Tang, Yang et al. 2011, Lim, Cho et al. 2006, 
Sartini, Santarelli et al. 2007). En algunos modelos celulares de este tipo de 
cánceres, la represión de NNMT disminuye la proliferación y migración 
celulares, y por lo tanto se considera que la expresión de NNMT se asociaría 
a la agresividad tumoral. Por otro lado, la sobreexpresión de NNMT en células 
de carcinoma renal provoca una disminución de la ratio SAM/SAH y de los 
niveles de trimetilación de la histona H3 en las posiciones K9 y K27, una 
marca epigenética que podría dirigir la reprogramación de las células 
tumorales hacia un fenotipo más agresivo (Ulanovskaya, Zuhl et al. 2013). 
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La sobreexpresión de NNMT aumenta la agresividad en varios tipos 
tumorales. El ARNm de NNMT está aumentado en glioblastomas (Markert, 
Fuller et al. 2001), líneas celulares de cáncer tiroideo (Xu, Moatamed et al. 
2003), carcinoma renal de células claras (Yao, Tabuchi et al. 2005) y de 
vejiga (Wu, Siadaty et al. 2008). Además la proteína NNMT está aumentada 
en cáncer gástrico (Jang, Cho et al. 2004, Lim, Cho et al. 2006), colorrectal 
(Roessler, Rollinger et al. 2005) y carcinoma oral escamoso (Sartini, Santarelli 
et al. 2007). Por el contrario, la expresión de NNMT en cáncer hepático está 
disminuida (Kim, Hong et al. 2009).  
Nuestros resultados demuestran claramente que la elevada actividad NNMT, 
característica diferencial de las células ITQ-resistentes con fenotipo EMT, es 
necesaria para mantener el estado mesenquimal, resistente a la terapia e 
invasivo, y que su inhibición devuelve a las células a un estado más epitelial. 
El silenciamiento de NNMT en células EMT ITQ resistentes provoca una 
disminución significativa de la producción de TGFß1, además de modificar 
los marcadores característicos del fenotipo mesenquimal, aumentando CDH1 
y disminuyendo VIM. No obstante, la sobreexpresión ectópica de NNMT en 
líneas celulares epiteliales y sensibles a los ITQs no produce grandes 
cambios en la morfología celular o la expresión de algunos de los 
marcadores canónicos del programa EMT. De hecho, se mantienen elevados 
los niveles de la proteína epitelial CDH1, si bien, como podemos ver en las 
imágenes de microscopía confocal (Figura 41 y Figura 42), y el análisis por 
citometría de flujo (Figura 43), ésta no se localiza totalmente en la membrana, 
formando uniones intercelulares. Además, y de manera paradójica, la 
sobreexpresión ectópica de NNMT en las células HCC4006 parentales 
aumenta la secreción de TGFß1. El aumento es todavía mayor cuando 
estimulamos las células con gefitinib, llegando a alcanzar niveles 
comparables a los secretados por las células HCC4006-GeR. Por tanto, la 
sobreexpresión ectópica de NNMT en células parentales no reproduce el 
mismo grado de activación de EMT que caracteriza a las células ITQ-
resistentes, donde la represión de NNMT si que permite recuperar gran parte 
del fenotipo epitelial. Estos resultados sugieren que NNMT es un factor 
necesario para el mantenimiento de la EMT, pero no suficiente por sí mismo 
para inducirla de manera completa. 
En los últimos años se ha hecho hincapié en entender la EMT en términos de 
plasticidad y estados transitorios, aceptándose que hay estados EMT 
parciales (Grigore, Jolly et al. 2016) denominados metaestables, que reflejan 
la flexibilidad de las células para inducir o revertir EMT (Tam, Weinberg 
2013). Hay ejemplos de EMT transitorios en varios contextos celulares donde 
coexiste la expresión de marcadores tanto epiteliales como mesenquimales 
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(Huang, Wong et al. 2013). Por tanto, es necesaria una visión más amplia de 
un proceso tan complejo como la EMT, que no solo considere la expresión de 
algunos marcadores canónicos epiteliales y mesenquimales, que de hecho 
están en constante discusión, sino que también integre las funcionalidades 
asociadas a la EMT como la invasión, o el aumento de la quimiorresistencia. 
De hecho, nuestros resultados indican que, pese a encontrarse en un 
metaestado alejado de la EMT completa, las células que sobreexpresan de 
manera ectópica NNMT han adquirido algunas características funcionales 
propias del fenotipo EMT que comparten con las células EMT ITQ-resistentes. 
Los ensayos de cierre de herida miden la capacidad migratoria, y las células 
más desdiferenciadas se encuentran en el frente tumoral (Gabbert, Wagner et 
al. 1985) que es también donde se ha visto que el programa EMT es más 
activo (Trimboli, Fukino et al. 2008). Además, la producción de TGFß1, per se, 
también favorece que las células sean más invasivas lo que favorecería la 
migración de células mesenquimales (Iwano, Plieth et al. 2002). Los 
resultados de la Figura 46 indican que las células con niveles más altos de 
NNMT poseen mayor capacidad migratoria, aunque aparentemente no 
expresen los mismos marcadores canónicos de EMT. Estos datos se ven 
corroborados por experimentos similares en otros tipos tumorales en los que 
se ha silenciado de forma transitoria NNMT, como por ejemplo en cáncer de 
vejiga (Wu, Siadaty et al. 2008) y en carcinoma renal de células claras, donde 
NNMT induce la invasividad activando la expresión de la metaloproteasa de 
matriz 2 (Tang, Yang et al. 2011).  
Cuestión aparte es cómo se regula la expresión del propio gen NNMT. Muy 
recientemente, y en un modelo de cáncer de ovario, se ha descrito que la 
expresión de NNMT está regulada por la plasticidad fenotípica generada por 
el FT pro-EMT ZEB1 (Kanska, Aspuria et al. 2017). Nuestros resultados 
demuestran que tanto el TGFß1 (Figura 35) como ZEB1 (Figura 45) son 
reguladores directos de la expresión de NNMT, mientras que SNAIL no 
participa de manera significativa. Este escenario es compatible con la 
hipótesis de que la iniciación, progresión y mantenimiento de la EMT 
depende de la expresión dinámica y secuencial de estos FTs: SNAIL se 
considera un factor necesario para la iniciación, mientras que la expresión de 
ZEB1 es más tardía y resulta esencial para el mantenimiento del fenotipo EMT 
(Lamouille, Xu et al. 2014). Los mecanismos moleculares concretos mediante 
los cuales NNMT es capaz de mantener el fenotipo EMT asociado a la 
resistencia a ITQs de EGFR en el AC pulmonar se desconocen, aunque 
teniendo en cuenta los antecedentes descritos anteriormente en otros 
modelos biológicos, pasarían por limitar la disponibilidad de grupos metilos y 
su impacto en la regulación epigenética. La metilación de histonas, como la 
  158 
modificación por trimetilación de la lisina 9 o 27 en la histona 3 (H3K9me3 y 
H3K27me3) se asocian a la represión transcripcional de genes y requiere del 
metabolito intermediario SAM como donante de grupos metilos (Mentch, 
Mehrmohamadi et al. 2015). La transcripción del factor pro-EMT ZEB1 está 
modulada por la metilación de H3K27, lo que aumenta la plasticidad celular y 
las interconversiones EMT en modelos experimentales de carcinoma mamario 
(Chaffer, Marjanovic et al. 2013). Algunas de estas modificaciones se deben 
a EZH2 (la metiltransferasa del complejo PRC2) implicada en la represión 
génica al trimetilar H3K27 (Tam, Weinberg 2013). La metilación de H3K9 
también es importante en la represión del fenotipo epitelial en células de 
carcinoma mamario (C Dong, Y Wu et al. 2013), y la histona desmetilasa 
PHF2 elimina la marca represora H3K9me3 y activa la transcripción de genes 
epiteliales (Pattabiraman, Bierie et al. 2016). Otro modificador epigenético 
implicado en la EMT es la histona desmetilasa LSD1, que cataliza la 
desmetilación de las marcas mono y dimetiladas de H3K4 y H3K9  
(McDonald, Wu et al. 2011). Por tanto, la mayor actividad NNMT en las líneas 
EMT resistentes a ITQs estaría alterando, en mayor o menor medida, toda 
esta compleja maquinaria de remodelación de la cromatina al limitar la 
capacidad metiladora y las modificaciones de histonas. Esta hipótesis estaría 
apoyada por el trabajo de Ulanovskaya y colaboradores, que describían la 
actividad NNMT en células de carcinoma renal como un sumidero de grupos 
metilos, que modificaría el estado de metilación global del ADN y las 
proteínas (Ulanovskaya, Zuhl et al. 2013). Elucidar los mecanismos 
moleculares que median la metilación de histonas H3K4, H3K9, o H3K27 
dependiendo de la actividad NNMT en nuestros modelos celulares de 
resistencia a los ITQs, cómo de enriquecidas están esas regiones de 
cromatina activas o reprimidas en genes epiteliales y mesenquimales, así 
como su relación con la metilación de sus promotores, será objeto de 
investigaciones futuras. 
1.4. La expresión de NNMT modula la 
sensibil idad a los ITQs 
La asociación entre EMT y la quimiorresistencia en el CPNM cuenta con 
numerosas evidencias (Sequist, Waltman et al. 2011, Uramoto, Iwata et al. 
2010, Shang, Cai et al. 2013). La mayor plasticidad celular de las células con 
fenotipo mesenquimal se ha propuesto como una explicación al por qué 
estas células serían más resistentes. Las células epiteliales adoptarían así un 
fenotipo más agresivo, aumentando la resistencia a la apoptosis y 
quimioterapia, induciendo la desdiferenciación y la invasividad, que daría 
lugar a la aparición de metástasis lejos del tumor primario (Tam, Weinberg 
2013). Por tanto, la inhibición de EMT podría mantener el tumor en un estado 
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menos agresivo, favoreciendo posiblemente la eficacia de la terapia y 
reduciendo las metástasis. In vitro se ha demostrado la posibilidad de 
manipular la plasticidad epitelial silenciando el FT pro-EMT ZEB1; de este 
modo, células mesenquimales revierten el fenotipo activando parcialmente la 
transición MET (Chaffer, Marjanovic et al. 2013). No obstante, el desarrollo de 
inhibidores de FTs como el propio ZEB1 (Singh, Settleman 2010a) o la 
activación de miembros de la familia de miR-200 (Kota, Chivukula et al. 2009) 
sigue siendo un desafío, dada la dificultad de encontrar moduladores 
farmacológicos eficaces para este tipo de dianas, y a que este abordaje no 
afectarían únicamente a las células tumorales, y además podría promover la 
diferenciación de células metástasicas que hayan llegado a otros nichos. En 
este contexto, dirigir los esfuerzos terapéuticos frente a una característica 
propia e intrínseca de las células resistentes que han activado EMT, como 
NNMT, emerge como una opción más interesante. 
En otros tipos de tumores se ha descrito que NNMT podría estar implicado en 
la resistencia a fármacos como el 5-florouracilo (Xie, Liu et al. 2014) y la 
adriamicina en cáncer de mama (Peng, Yang et al. 2009, Gehrmann, 
Fenselau et al. 2004), o a la radioterapia (D'Andrea, Safwat et al. 2011), pero 
hasta el momento no se había relacionado NNMT con la quimiorresistencia en 
el CPNM, y menos aún en el caso particular de los ITQs. En la Figura 48 y 
también Figura 50 mostramos como en 2 modelos celulares diferentes la 
sobreexpresión ectópica de NNMT aumenta la resistencia a ITQs, y lo que es 
más importante, la represión de NNMT aumenta la sensibilidad al gefitinib en 
la línea HCC4006-GeR (Figura 49). Este resensibilización parcial implica que 
las células vuelven a depender de EGFR para su supervivencia. En 
condiciones normales, la unión de los ligandos a EGFR es el disparo de 
salida para que comience una cascada de trasducción de señales que 
desemboca en la activación de la proliferación celular. En cambio, en células 
tumorales dirigidas por la mutación en EGFR no hace falta la unión del 
ligando ya que la cascada de señalización está constitutivamente activada y 
no hay un freno a la proliferación. En las células sensibles, los ITQs apagan 
este interruptor y frenan la proliferación descontrolada; sin embargo, en las 
células resistentes los ITQs no impiden la activación de rutas de señalización 
PI3K/AKT/mTOR/S6 y RAS/RAF/MEK/ERK (Figura 47). Cuando se silencia 
NNMT, los niveles de fosforilación de AKT y ERK vuelven a depender de 
EGFR, de forma similar a la línea HCC4006 sensible a gefitinib. En este 
sentido, se ha propuesto que la reducción de la señalización de ERK tiene un 
impacto directo en el control del carácter mesenquimal de células de CPNM, 
y por tanto bloquear la ruta de ERK podría ser suficiente para mejorar la 
respuesta a los ITQs (Buonato, Lazzara 2014). 
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Nuestros resultados abren las puertas a una posible intervención 
farmacológica basada en la inhibición de NNMT, que favorecería la 
adquisición de un fenotipo más epitelial y más sensible a los ITQs. Al ser 
NNMT una proteína enzimática, se ha investigado una posible inhibición por 
producto. Ensayos recientes de cristalografía de rayos X han descrito cómo el 
1-MNA se une al sitio activo de NNMT y quedaría atrapado por la formación 
de puentes estables; además el también producto de la reacción SAH es 
capaz de unirse a NNMT generando un feedback negativo (Swaminathan, 
Birudukota et al. 2017). En la Figura 66 demostramos que se puede bloquear 
la actividad de NNMT por producto, en nuestro caso con un análogo de 1-
MNA, el 1-metilquinolinio (1-MQ), que revierte el efecto citotóxico del DAP en 
las líneas resistentes a ITQs con fenotipo mesenquimal. Una vez demostrada 
esta posibilidad, es necesario determinar si el tratamiento a largo plazo con 
estos nuevos inhibidores de NNMT sería capaz de revertir el fenotipo EMT y 
aumentar la sensibilidad a ITQs tanto in vitro como in vivo. 
1.5. NNMT dirige adaptaciones metabólicas en 
las células ITQ-resistentes con fenotipo EMT 
La tumorigénesis no solo depende de las consecuencias directas de las 
mutaciones oncogénicas, sino también de cómo estas alteraciones dirigen 
directa o indirectamente la reprogramación del metabolismo celular. Una 
característica común en el metabolismo del cáncer es la habilidad para 
proveerse de los nutrientes necesarios en un ambiente que por lo general es 
pobre en estos recursos para permitir la viabilidad, así como la producción 
de biomasa (Vander Heiden, Cantley et al. 2009). Los cambios que se 
producen en metabolitos tanto intra como extracelulares afectan a múltiples 
aspectos de las células tumorales: los perfiles de expresión génica, la 
diferenciación celular y la comunicación con el microambiente. Además, 
muchas de las rutas de señalización oncogénicas convergen para adaptar el 
metabolismo tumoral y poder soportar los niveles de proliferación y 
supervivencia. En algunos casos, incluso, las alteraciones metabólicas son un 
requerimiento necesario para la transformación maligna (Turcan, Rohle et al. 
2012). 
Aunque las primeras observaciones de alteraciones en el metabolismo del 
cáncer se realizaron hace más de un siglo (Warburg, Wind et al. 1927), el 
metabolismo del cáncer ha cobrado en los últimos años un renovado interés 
gracias a las nuevas tecnologías ómicas. Así, se ha ido ampliando nuestro 
conocimiento de los mecanismos moleculares que rigen las adaptaciones 
metabólicas en el tumor (Hensley, Faubert et al. 2016, Ward, Patel et al. 2010, 
Ulanovskaya, Zuhl et al. 2013), debido a que el abordaje metabolómico es 
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cada vez más frecuente. En el caso concreto del AC pulmonar con EGFR 
mutado, ya existen algunas evidencias. Se ha observado mediante NMR 
(resonancia magnética nuclear) que las células resistentes a ITQs T790M 
positivas tienen niveles de glutatión más bajos que las células sensibles (Li, 
Stokes et al. 2016) y que los enzimas glicolíticos relacionados con el efecto 
Warburg y los relacionados con la glutaminolisis estarían aumentados en 
células resistentes a ITQ EGFR mutadas (Thiagarajan, Wu et al. 2016, 
Serizawa, Kusuhara et al. 2014) . 
Con estos antecedentes, resulta lógico pensar que, durante el proceso de 
evolución de la resistencia a los ITQs, y dado que las células tumorales 
sufren cambios debidos a la presión farmacológica, también se produzcan 
profundas adaptaciones en el metabolismo, más si cabe cuando NNMT es un 
enzima metabólico. Lo podemos observar en los resultados de la Figura 52 
(modelo HCC4006) y Figura 53 (modelo H1975). Estas diferencias entre las 
líneas sensibles y resistentes a los ITQs son consecuencia de la actividad 
enzimática de NNMT, ya que al sobreexpresar ectópicamente NNMT en una 
línea parental, o al silenciarlo con shRNA en las resistentes a ITQs con 
fenotipo EMT, se reproducen o revierten, respectivamente, la mayoría de los 
cambios (Figura 54). 
En las líneas celulares resistentes a ITQs, debido a la sobreexpresión del 
enzima NNMT, el ciclo de la metionina, la vía de la transulfuración y el 
reciclaje de NAD+ están reajustados a esta nueva situación. Por un lado, los 
grupos metilos de SAM pasan principalmente a la NAM, produciendo 1-MNA, 
y por tanto los niveles de NAM y de NAD+ caen. NNMT requiere de grupos 
metilos que proceden de la SAM (y esta a su vez de la metionina), y de hecho 
ambos metabolitos están disminuidos en las líneas resistentes con 
sobreexpresión de NNMT. Al estar disminuido la ratio SAM/SAH, y pese a que 
los niveles de homocisteína se mantengan, los metabolitos de la ruta de la 
transulfuración cistationina, cisteína y GSH también están reducidos, de 
manera similar a la observación ya publicada en líneas de AC pulmonar con 
EGFR mutado por la adquisición de la mutación T790M, aunque de manera 
NNMT-independiente (Li, Stokes et al. 2016).  
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1.6. La sobreexpresión de NNMT determina una 
nueva vulnerabil idad a la depleción del NAD+  
 
Figura 74: Alteraciones en el metabolismo de la metionina al 
sobreexpresar NNMT. 
Niveles elevados de NNMT disminuyen la síntesis del NAD+ y del GSH que pueden 
comprometer la viabilidad celular. 
Estas adaptaciones metabólicas dependientes de NNMT tienen 
principalmente dos consecuencias: en primer lugar, una disminución en el 
flujo de la ruta de la transulfuración y, en segundo lugar, el desvío del NAM 
podría limitar la síntesis del NAD+. Se abren así dos posibles vulnerabilidades 
de estas células resistentes a la terapia. La primera vendría por el uso de 
inhibidores de la síntesis de glutatión, ya que las células resistentes tienen 
niveles más bajos, como también ocurre en un modelo de resistencia a 
tamoxifeno en cáncer de mama (Fiorillo, Sotgia et al. 2017). Inhibidores como 
la butionina sulfoximina (BSO) y otros compuestos depletores de tioles son 
altamente inespecíficos y una caída tan profunda de glutatión in vivo 
provocaría un daño irreversible en la mayoría de tejidos normales. Es más, la 
depleción no selectiva que induce la BSO puede tener un papel protumoral 
durante la carcinogénesis (Reliene, Schiestl 2006). En principio la depleción 
de glutatión sólo sería posible terapéuticamente hablando si la disminución 
se diera de manera selectiva en las células tumorales, pero este tipo de 
aproximación no se ha logrado todavía y se piensa que es inalcanzable. 
La segunda de las vulnerabilidades vendría dada por la disminución en los 
niveles del nucleótido de NAD+. Este es un coenzima esencial para muchos 
  163 
procesos celulares incluyendo el metabolismo energético, la reparación del 
ADN, el crecimiento y la muerte celulares, procesos todos ellos desregulados 
en mayor o menor medida en el cáncer. De hecho, en la literatura podemos 
encontrar evidencias que indican que los niveles de NAD+ son mucho más 
elevados en las células tumorales que en células normales, posiblemente por 
una sobreexpresión de los enzimas de su síntesis (Duarte-Pereira, Pereira-
Castro et al. 2016, Xiao, Elkins et al. 2013). 
Las células tumorales aumentan de forma importante su biomasa lo que 
requiere una adaptación del metabolismo del NAD+. Es por ello que su 
síntesis se haya convertido en una diana importante para el desarrollo de 
fármacos en cáncer (Kennedy, Sharif et al. 2016), ya que limitar la 
disponibilidad de NAD+ vendría a contrarrestar los cambios metabólicos que 
estarían favoreciendo el crecimiento tumoral (Chiarugi, Dolle et al. 2012). 
Algunos ensayos clínicos con daporinad (FK866) o moléculas similares cuya 
diana es NAMPT (Holen, Saltz et al. 2008, von Heideman, Berglund et al. 
2010) ponen de manifiesto la necesidad de combinarlos con otros fármacos 
ya que por sí sólo no resultan eficaces, debido a la existencia de rutas 
alternativas de síntesis de NAD+ y la falta de biomarcadores que permitieran 
seleccionar a priori qué tumores son vulnerables. El uso de inhibidores como 
el daporinad como monoterapia podría ser beneficioso en determinadas 
circunstancias, como por ejemplo, en aquellos pacientes cuyos tumores 
sobreexpresaran NAMPT pero reprimieran NAPRT1. Por tanto, habría que 
estratificar a los pacientes en base a estos biomarcadores para ajustar las 
dosis y evitar los efectos citotóxicos que conlleva la depleción de la síntesis 
de NAD+ a nivel sistémico. Por otro lado, algunos estudios en modelos 
celulares ya han propuesto la combinación de inhibidores de la síntesis del 
NAD+ con fármacos ya aprobados para el tratamiento de CPNM como el 
pemetrexed, y observado un efecto sinérgico entre ellos (Chan, Gravel et al. 
2014, Liu, Li et al. 2016). 
En este trabajo hemos encontrado un nuevo biomarcador (NNMT) que podría 
identificar aquellos tumores susceptibles de ser tratados con inhibidores de la 
síntesis de NAD+. En los modelos de resistencia a ITQs y fenotipo EMT con 
elevada actividad NNMT, los niveles basales de NAD+ están disminuidos 
(Figura 54) y al ser tratados con DAP, estos niveles caen todavía más (Figura 
60). Todo ello desencadena una catástrofe energética que despolariza las 
membranas mitocondriales (Figura 67) antes de morir por apoptosis (Figura 
65). Este efecto citotóxico diferencial es consistente con el descrito en otros 
contextos celulares, como por el ejemplo el glioblastoma. Tras el hallazgo del 
oncometabolito 2-hidroxiglutarato (2-HG) en gliomas con IDH1/2 mutado (Su, 
Ward et al. 2010) se buscaron alternativas a los inhibidores de 2-HG ya que 
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no eran efectivos, descubriendo que IDH1 favorece una vulnerabilidad 
selectiva ya que altera el suministro de NAD+ disminuyendo NAPRT1, uno de 
los enzimas limitantes de la síntesis de este coenzima. De forma similar a 
nuestros resultados, cuando la síntesis del nucleótido de NAD+ está 
comprometida, el bloqueo de NAMPT provoca una crisis metabólica que 
termina en la muerte de las células tumorales. 
1.7. Relevancia de NNMT en el contexto del AC 
pulmonar KRAS mutado 
El cáncer de pulmón es la principal causa de muertes relacionadas con 
cáncer. La identificación de mutaciones en EGFR y ALK han permitido el 
desarrollo de inhibidores específicos que han aumentado la supervivencia de 
un pequeño porcentaje de pacientes que presentan estas alteraciones. KRAS 
es uno de los genes más frecuentemente mutados en CPNM (~30% de los 
casos) y también en otros tipos tumorales, como el adenocarcinoma 
pancreático o el cáncer colorrectal (Singh, Longo et al. 2015). Por ello hay un 
gran interés en el desarrollo de fármacos dirigidos contra KRAS (Martin, 
Leighl et al. 2013). No obstante, y pese a los enormes esfuerzos invertidos, 
todavía no se ha encontrado ningún tratamiento eficaz.  
Nuestros resultados de la Figura 36 señalan que hay líneas celulares con 
KRAS mutado que presentan un fenotipo mesenquimal que además 
correlaciona con la expresión de NNMT; en el caso concreto de la línea A549, 
este fenotipo mesenquimal es NNMT dependiente, y lo que es más 
importante, los elevados niveles de NNMT confieren la misma vulnerabilidad 
metabólica detectamos en las líneas celulares con EGFR mutado resistentes 
a ITQs (Figura 70). Por tanto, estos tumores también serían vulnerables a la 
depleción de los niveles de NAD+ inhibiendo NAMPT. 
Los inhibidores de NAMPT como el daporinad bloquean la ruta principal de 
síntesis del NAD+, pero carecen de selectividad al afectar también a las 
células no tumorales y hasta el momento no han tenido un gran impacto como 
agente terapéutico único en ensayos clínicos. La combinación con otros 
agentes antitumorales podría potenciar su efecto y aumentar la especificidad, 
afectando sólo a las células tumorales que requieren cantidades mayores de 
NAD+ o que mostrasen un metabolismo vulnerable. Este abordaje ya se ha 
explorado en algunos modelos experimentales de adenocarcinoma 
pancreático ductal, donde la combinación de NAMPT sensibiliza las células a 
la ß-lapachona (Moore, Chakrabarti et al. 2015), y en modelos de leucemias, 
donde la combinación de daporinad con el agente intercalante melfalán tiene 
un efecto sinérgico (Pogrebniak, Schemainda et al. 2006). En modelos 
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murinos de tumores gástricos y de vejiga la combinación de daporinad con 
un inhibidor de IDO1 tiene un mayor efecto antitumoral que con el tratamiento 
individual de estos fármacos (Yang, Yen et al. 2010). Estos ejemplos 
demuestran que explorar la inhibición farmacológica de NAMPT podría ser 
razonable en el caso de aquellos tumores con KRAS mutado que 
sobreexpresen NNMT. 
1.8. NNMT en el escenario clínico 
El cáncer es un proceso altamente dinámico y en constante evolución; por 
tanto, el análisis de una única una muestra tumoral es una foto fija de un 
momento dado. Se ha demostrado incluso que biopsias de distintos puntos 
del mismo tumor primario y metástasis muestran una amplia heterogeneidad 
intra e intertumoral (Gerlinger, Rowan et al. 2012, de Bruin, McGranahan et al. 
2015). A diferencia de los tumores sólidos, en tumores hematológicos el 
acceso a la muestra es mucho más rápido y fácil, y por ello se ha estudiado 
más en profundidad las consecuencias de la heterogeneidad y la evolución 
subclonal durante la adquisición de resistencia a la terapia (Mullighan, 
Phillips et al. 2008, Ding, Ley et al. 2012). Por ejemplo, la mayoría de los 
casos de recaídas en las leucemias linfoblásticas agudas tienen relación con 
los subclones genéticos presentes en el momento o incluso antes del 
diagnóstico.  
Este escenario es difícilmente extrapolable a los tumores solidos. Aunque se 
ha demostrado que la heterogeneidad tumoral preexistente en cuanto a 
EGFRT790M antes del inicio del tratamiento influye en la respuesta clínica a los 
ITQs, todavía no hay muchas evidencias clínicas que describan cuál es el 
mecanismo predominante en la adquisición de resistencia, si la emergencia 
de clones preexistentes o la evolución de novo a partir de una subpolación 
drug tolerant, y hasta que punto podrían darse a la vez. En modelos 
experimentales, los clones T790M positivos pueden emerger tanto de clones 
preexistentes positivos como negativos (Turke, Zejnullahu et al. 2010, Aaron 
N Hata, Matthew J Niederst et al. 2016). Para tener una visión completa y 
dinámica de lo que ocurre a lo largo del tratamiento en los pacientes, 
deberían obtenerse muestras de diferentes regiones a distintos tiempos, y de 
lesiones tanto primarias como metástasis, si las hubiera, un reto técnico y 
logístico difícilmente aplicable en la rutina clínica, que se está intentando 
solucionar actualmente mediante el análisis de ADN libre circulante (ADNlc) 
en biopsia líquida (BL). 
Las células tumorales apoptóticas o necróticas liberan el ADNlc al plasma 
sanguíneo. Mediante técnicas de secuenciación del ADN cada vez más 
sensibles podemos detectar estos fragmentos específicos tumorales en BL y 
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tener así una imagen indirecta, aunque global, de la evolución del 
microambiente tumoral en los pacientes. Así, se puede hacer un seguimiento 
de la evolución del tratamiento estimando la carga tumoral, e identificar las 
recurrencias o la aparición de resistencias incluso 5-10 meses antes de la 
detección por métodos convencionales (Misale, Yaeger et al. 2012, Luis A 
Diaz Jr, Richard T Williams et al. 2012). De hecho, y en el contexto del cáncer 
pulmonar, la BL ya se utiliza en la detección de clones resistentes T790M 
positivos en pacientes en tratamiento con ITQs de EGFR. Esta rápida 
identificación de la resistencia es una de las aplicaciones inmediatas de las 
BL, ya que permite a los oncólogos detener un tratamiento en pacientes que 
probablemente ya no respondan para pasar a una terapia alternativa, como 
es el osimertinib (Maheswaran, Sequist et al. 2008, Nakamura, Sueoka-
Aragane et al. 2012, Taniguchi, Uchida et al. 2011).  
Un inconveniente de las BL es la necesidad de contar con un conocimiento 
previo de los complejos mecanismos de resistencia que se pueden estar 
desarrollando. La mutación T790M es una alteración genética muy frecuente 
y su detección se ha implementado en la rutina clínica, pero solo explica algo 
más de la mitad de los casos de resistencia. Hasta el momento, no se ha 
postulado ningún biomarcador para la resistencia a los ITQs EMT 
dependiente. A continuación discutiremos sobre cómo nuestra prueba de 
concepto, que intenta relacionar los niveles de NNMT, los productos de su 
metabolismo medibles en suero y el fenotipo resistente a los ITQs, podría 
aportar nuevos biomarcadores en BL que complementen la medida de 
T790M para tener una imagen más real de la evolución del microambiente 
tumoral.  
En primer lugar, y mediante el análisis inmunohistoquímico de un reducido 
número de biopsias de tejido tumoral de pacientes de AC pulmonar con 
EGFR mutado obtenidas antes y después de la adquisición de resistencia a 
los ITQs (Figura 73) hemos observado que en algunos pacientes los niveles 
de NNMT al diagnóstico son elevados, hecho que podría estar 
correlacionado con la respuesta a los ITQs. También aparecen rebiopsias 
T790M negativas donde NNMT se encuentra elevada comparada con la 
biopsia al diagnóstico, lo que sugiere una posible activación del programa 
EMT que debería ser explorada en un mayor número de muestras analizando 
la coexpresión de otros marcadores mesenquimales y epiteliales. Además, el 
hecho de que en una de las rebiopsias coexistan la mutación T790M y niveles 
elevados de NNMT comparados con la biopsia inicial, abre la posibilidad de 
que T790M y fenotipo EMT dirigido por NNMT no sean mecanismos 
excluyentes y que puedan coevolucionar en el mismo tumor, una evidencia 
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que confirmaría la hipótesis que ya habíamos explorado en nuestro trabajo 
anterior (Soucheray, Capelletti et al. 2015).  
En segundo lugar, en este trabajo se ha demostrado que las células 
resistentes a ITQs con fenotipo EMT sobreexpresan NNMT y que el producto 
de la reacción que cataliza (1-MNA) se ven aumentados. Este metabolito es 
fácilmente cuantificable en el medio extracelular in vitro (Figura 56), y lo que 
es más importante, en el suero (Figura 72). En pacientes de AC pulmonar con 
EGFR mutado en estadios avanzados en tratamiento con ITQs, los niveles 
altos de 1-MNA podrían asociarse a una menor supervivencia. Esto implica 
que la monitorización de los niveles del metabolito 1-MNA en BL podría 
señalar la progresión de subpoblaciones resistentes a los ITQs por activación 
de EMT en pacientes de CPNM EGFR mutado. Existen algunos abordajes 
metabolómicos que han buscado biomarcadores de diagnóstico temprano 
para diferenciar entre pacientes sanos y de cáncer de pulmón utilizando MS y 
RMN (Hori, Nishiumi et al. 2011, Shingyoji, Iizasa et al. 2013, Rocha, Carrola 
et al. 2011) y más concretamente CPNM (Puchades-Carrasco, Jantus-
Lewintre et al. 2016) . De hecho la SAM se ha propuesto como un 
biomarcador de diagnóstico temprano para cáncer de pulmón (Greenberg 
2007). Debido a la fácil adquisición y naturaleza no invasiva, la orina ha sido 
también un biofluido muy atractivo para la metabolómica y se han identificado 
marcadores de diagnóstico y pronóstico para el CPNM (Ewy A. Mathé, 
Andrew D. Patterson et al. 2014). La mayoría estos estudios buscan 
biomarcadores de diagnóstico temprano, y algunos de pronóstico de la 
enfermedad, pero hasta ahora no había ninguna aproximación metabolómica 
cuantitativa para predecir la respuesta a ITQs y la aparición de células 
resistentes a en el CPNM con EGFR mutado.  
En tercer lugar, hemos explorado también el posible uso de NNMT como 
factor pronóstico de progresión y metástasis en pacientes de CPNM, 
independientemente de la histología, genotipo o el tratamiento aplicado. 
Nuestros resultados, aunque en un grupo pequeño de pacientes en estadios 
resecables, indican que los niveles de expresión elevados de NNMT a nivel 
de ARNm con respecto al tejido normal adyacente correlacionan de manera 
significativa con una menor supervivencia libre de progresión (Figura 71), en 
la línea de otras observaciones clínicas, como en el caso del cáncer 
hepático, donde los niveles de NNMT se asocian a un peor pronóstico (Kim, 
Hong et al. 2009). Estas evidencias abren la posibilidad de utilizar la 
expresión de NNMT como un nuevo biomarcador de pronóstico en biopsias 
tisulares, y señalan la necesidad de medir también 1-MNA en las BL de todos 
los pacientes de CPNM. 
  168 
Con todo, la suma de todas estas evidencias parciales sugiere que la 
activación de NNMT, no sólo en los AC pulmonares con EGFR mutado 
tratados con ITQs, sino también en pacientes de otros genotipos e 
histologías, es relevante en un escenario clínico. Será necesario un estudio 
más ambicioso en cohortes más grandes de pacientes para establecer de 
forma concluyente la relación entre la actividad NNMT en el tejido tumoral, los 
niveles de 1-MNA en la BL, el grado y duración de la respuesta a los ITQs, y 
la progresión de la enfermedad. Además, este estudio debería incluir 
aquellos pacientes resistentes a los ITQs de 1ª y 2ª generación T790M 
positivos que también hayan progresado tras el tratamiento con osimertinib, 
dado que NNMTy el fenotipo EMT también aparecen como un posible 
mecanismo de resistencia a los inhibidores de 3ª geneación. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Conclusions 
  
  
 
  171 
 
• EMT activation is a driving force for the acquisition of TKI resistance in 
EGFR-mutant NSCLC cell models.  
 
• Integrated multi-omics analysis uncovers biological meaningful 
information from complex experimental models and identifies new 
drivers of the EMT phenotype and potential drug targets. 
 
• NNMT overexpression maintains the mesenchymal TKI-resistant 
phenotype and its repression reverses EMT cells to a epithelial-like 
state more sensitive to TKIs. 
 
• Hight NNMT activity causes a profound metabolic adaptation that 
could be leading the epigenetic changes behind the EMT 
transcription program. 
 
• NNMT overexpressing cells shunt nicotinamide to 1-MNA production 
instead of NAD+ synthesis. Inhibition of NAD+ de novo synthesis leads 
to selective cell death of EMT-driven TKI-resistant EGFR-mutant. This 
new druggable dependency may be extended to the EMT-positive 
KRAS-mutant background. 
 
• 1-MNA, the by-product of NNMT activity in TKI-resistant cells can be 
detected in liquid biopsies, and emerges as a potential biomarker of 
TKI response and EMT-dependent resistance in LAD patients. This 
approach could be extended to the monitoring of disease progression 
in all NSCLC patients. 
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Anexo electrónico: Listados de genes, trasncritos y proteínas analizados 
por las plataformas ómicas de nuestro estudio 
 
https://www.dropbox.com/home/Tesis%20IPE 
 
 
Figura 1: Comparación de los datos de proteómica de las líneas sensibles y 
resistentes a ITQ.  
Se obtuvieron lisados proteicos que se corrieron en geles de acrilamida y se digirieron 
previamente al análisis SWATH LC-MS/MS. Las proteínas detectadas se analizaron 
mediante un t test entre todas las líneas resistentes vs todas las sensibles, y se 
muestran sólo las que tienen un valor de p ajustado por FDR <0,05 (n=3 de cada línea 
celular). 
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